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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos generalmente bacterias pero también levaduras
gue cuando son ingeridas vivas en cantidades suficientes tienen un efecto positivo en la salud que
van mas alld de los efectos nutricionalmente conocidos. Los probidticos pueden operar a través

de un efecto nutricional y terapéutico, previniendo diarreas y modulando la inmunidad.

Los cerdos son animales ideales para que se les administren probidticos, ya que su microflora
intestinal estd ampliamente compuesta por bacterias acido lacticas, ademas de que los lechones
son victimas de graves infecciones causadas por bacterias enterotoxigenicas en las primeras

semanas de vida y estas pueden incluso causarles la muerte.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicién de Saccharomyces cerevisiae,
Bacillus subtilis-Bacillus licheniformis, asi como la combinacién de ambos en la dieta de cerdas
lactantes y lechones durante la lactancia y al destete, observandose un efecto de inhibicién de
enterobacterias, incrementando la resistencia a agentes patdgenos (Escherichia coli), ejerciendo
un balance de la microflora intestinal, estimulando directamente el sistema inmune vy
disminuyendo asi la frecuencia de diarreas en las cerdas y los lechones durante la lactancia y al
destete. Las condiciones de equilibrio en la salud de los animales son mas factibles a conservarse

con la administracién de este producto.

La investigacion de estas propiedades permitird optimizar los procesos de elaboracion de
alimentos funcionales que contengan este tipo de cultivos, asi como conocer los mecanismos por
los cuales estas bacterias ejercen su efecto benéfico en el hospedador, lo que ayudard a la
comunidad veterinaria y el publico en general, con el uso de estos probidticos que se encuentran

en el mercado de alimentos.



1.0 INTRODUCCION

Los lechones al nacer quedan expuestos a los microorganismos del ambiente que les rodea, y
ademads entran en contacto con las heces maternas que contienen bacterias que colonizan su
tracto digestivo. Estas bacterias buscan un nicho adecuado, donde compiten e interaccionan entre
si, constituyendo finalmente una poblacién relativamente estable y compleja que representa la
microflora intestinal normal del lechén. No obstante, esta estabilidad puede ser alterada por
cambios dietéticos o ambientales importantes (Radecki y Yokoyama, 1991; Conway, 1994; Jensen,

1998).

En el tracto gastrointestinal se encuentra normalmente un gran nimero de especies de
bacterias comensales y patdgenas; sin embargo, cuando se incrementa la cantidad de
microorganismos patdgenos se pueden producir alteraciones de la salud y muerte (Camacho,

1999).

Las principales formas de control de enfermedades entéricas se basan en el uso de
antibidticos via alimento; no obstante, su uso prolongado puede generar resistencia en cierto tipo
de bacterias patdgenas. Esto no sélo reduce el nimero de antimicrobianos disponibles en la
industria para el control de infecciones bacterianas, sino que esta resistencia incrementa el riesgo

para la salud humana (Mathew et al., 1998; Sala, 1992).

Los problemas entéricos, especialmente en lechones, son una de las principales causas de
pérdidas econdmicas en la industria porcina. La totalidad de las granjas porcinas utiliza antibidticos
de manera terapéutica y subterapéutica para controlar estos problemas, pero se debe incidir en la
busqueda de otros aditivos, que ofrezcan mejores o similares beneficios que los antibidticos y que

a su vez no sean perjudiciales para los animales ni el hombre (Close, 2000; Sala, 1992).

El uso de los probidticos como promotores del crecimiento ha ido ganando terreno en la
produccién porcicola en los ultimos afios, esto debido a la tendencia de los paises industrializados,
especialmente los europeos, a disminuir e incluso prohibir el uso de los antibidticos como aditivos

promotores. Existen en el mercado numerosas opciones de este tipo de productos, algunas



basadas en hongos como la levadura Sacchararomyces cerevisiae (S. cerevisiae) y otros basados en

bacterias tales como Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus, etc. (Solorio, 2007)

El papel de los microorganismos en la alimentacién en animales y humanos no es reciente,
data de 1908, cuando Metchinikoff sugiere que el consumo de Lactobacillus del yogurt puede

relacionarse con incremento en la longevidad del hospedador (Holzapfel, 2001).

Un probidtico se define como: “Un suplemento alimenticio que contiene microorganismos
gue ayudan en la protecciéon en contra de una invasién por microorganismos patégenos que

puedan afectar la nutricion y el crecimiento del animal.

1.1 PROBIOTICOS

El término probidtico fue utilizado por Parker (1974) para describir organismos y sustancias
que contribuyen al balance microbiano intestinal; se trata de productos que estdn hechos a base
de microorganismos vivos y que se utilizan como aditivos en la alimentacién animal en vistas de un
mejoramiento de la higiene digestiva y los rendimientos zootécnicos. Esta definicién puede
abarcar los cultivos, las células y los metabolitos microbianos; en este ultimo grupo se puede

incluir preparaciones de antibiéticos comerciales (Garcia, 1995)

Los probidticos han sido sefialados como posibles reemplazos de los antibiéticos. Estos han
sido definidos como microorganismos vivos que ejercen un efecto benéfico para el tracto
intestinal del hospedero, manteniendo y reforzando los mecanismos de defensa ante patégenos

sin perturbar las funciones fisioldgicas y bioquimicas normales (Fuller, 1989).

Probidtico se origina de dos palabras griegas que significan “por la vida” y contrasta con el
término antibidtico que quiere decir “contra la vida” (Solis, 1991). Paraddjicamente el efecto de
los probidticos tal vez depende de la actividad antibiética de la bacteria en el probidtico (Garcia,

1995)



Al parecer los probidticos tienen como ventaja optimizar el proceso de digestién porque
estimulan la flora natural existente, ya que cualquier proceso de digestiéon o fermentacidén se lleva
a cabo por microorganismos. Al adicionar un producto hecho a base de productos naturales, se
favorece enriqueciendo la flora intestinal o digestiva presente, con los resultados dptimos de una
mejor digestién, un mejor aprovechamiento de la racidén, una mejor asimilacion de los nutrientes,

que se reflejan en beneficios a diversos niveles en los animales.

Diversos autores han reportado que dichos beneficios se pueden conceptuar, en el caso de
los animales de engorda en una mayor ganancia de peso; en animales productores de leche en una
mayor produccién con alto porcentaje de grasa; en cerdos reduccién drastica de diarreas, menor

mortalidad, mayor ganancia de peso, en una mejor condicion de salud en general del animal.

1.1.1 COMPOSICION

Los probidticos pueden ser presentados a los animales y en humanos en varias formas. El tipo
de preparacion dependera del uso que se le designe. Asi, probidticos pueden ser incluidos en
forma de pellets, capsulas, pasta, polvo o granulos los cuales pueden ser dosificados directamente
al animal o administrados a través del alimento. Las especies blanco son vacunos, borregos,

cabras, cerdos, aves de corral, caballos y animales domésticos (Fuller, 1989).

Comunmente, la mayoria de los probidticos contienen una o varias especies de los géneros
Lactobacilllus y/o Streptococcus y algunos cuantos contienen Bifidobacterium. Las preparaciones
de probidticos pueden consistir de cepas simples o mezclas de estas. La ventaja de preparaciones
de cepas multiples es que son activas contra un amplio margen de condiciones y especies
animales. La Tabla 1 muestra las especies que cominmente estan siendo usadas en la preparacién

de probidticos.



Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacilus farciminis
Lactobacillus helvericus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus salivarius
Lactobacilus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Pediococcus acidilactici
Streptococcus infantarius
Streptococcus thermophilus
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Bifidobacterium sp.
Bacillus subtilis
Bacillus licheniformis
Bacillus cereus var. Toyoi
Sacharomyces cerevisiae
Kluyveromyces

Tabla 1. Especies bacterianas y levaduras comiunmente
empleadas para la elaboracidn de probiéticos.

Lactobacillus y Sreptococcus son los grupos mas comunmente empleados en la preparacién de
probidticos. La justificaciéon del uso de Lactobacillus proviene de estudios que muestran el
desarrollo de la flora intestinal desde el nacimiento hasta que los patrones alimenticios son
similares a los del adulto. A medida que se incremento la poblacién de Lactobacillus, otros
componentes de la flora decrecen. Experimentos con pollos gnotobidticos han confirmado que los
lactobacilos ejercen un efecto de control sobre E. coli. Resultados similares han sido obtenidos en
cerdos destetados a los dias de nacidos en cuya dieta sustitutiva se incluyé Lactobacillus en la

leche (Apella, 1992; Hekmat, 1992; Nader, 1992).



Aunque algunos probidticos contienen Bacillus subtilis (B. subtilis) y Bacillus cereus (B.
cereus) como uno de sus componentes, es dificil ver como este organismo pudiera ser activo en el
intestino, pues no es de origen intestinal y es aerobio estricto, pudiendo no ser siquiera capaz de

crecer.

Otros componentes comunmente empleados para la elaboracidn de probidticos en el
mercado nacional, incluyen vitaminas, carbonatos, leche en polvo, acidificantes, etc. (De cupere,

1992; Mufioz, 1984).

1.1.2 MECANISMO DE ACCION

La hipdtesis del probidtico postula que si suficientes bacterias acido-lacticas pueden ser
introducidas en el tracto intestinal durante un periodo de estrés o desorden (cuando el balance de
la flora intestinal favorece al patégeno) o inmadurez inmunoldgica (neonatos), o bien, después de
terapia antibacteriana prolongada (concentracién minima de bacterias acido lacticas residentes),
entonces de la poblacién microbiana indeseable puede ser minimizada o superada. De esta forma,
el efecto benéfico de los probidticos puede ser mediado por un efecto antagonista directo contra
grupos de microorganismos, resultando en la disminucidn de su nimero o algin efecto en su

metabolismo, o bien por estimulacién de inmunidad.
Son varios los factores que pueden estar involucrados en la inhibicién o eliminacién de estos

microorganismos indeseables por la accién de bacterias acido-lacticas y levaduras, algunos de ellos

son los siguientes:

1. Cambio en la flora bacteriana y reduccion de microorganismos patdgenos, por la

competencia por receptores de superficie a nivel intestinal.

2. Lacompetencia por sustratos con agentes patdgenos.



Adhesion y/o colonizacion por los microorganismos seleccionados a nivel de sistema

digestivo del animal.

La estimulacién de la motilidad intestinal.

Produccidon de dacido lactico, con lo que se reduce el pH en el sistema digestivo del

animal.

Provision de nutrientes y enzimas digestivas.

Optimizacién en el proceso de absorcidon de minerales especialmente de zinc, potasio y

cobre.

Produccidon de polipéptidos antimicrobianos llamados bacteriocinas, v. gr. Nicina,
pediocina A, etc. (Nicina es comunmente producida en forma semipura a partir de la
fermentacién de Lactococcus lactis (L. lactis) para ser usada como preservativo de

alimentos).

La estimulacién del sistema inmune. El mas reciente avance y mds explicado modo de
accion de los probidticos es la inmunoestimulacién. Desde hace afos ha sido bien
documentado el efecto que la flora normal intestinal tiene sobre el sistema inmune local.
El numero de linfocitos intraepiteliales, células plasmaticas, y placas de Peyer son mucho
menores en animales libres de gérmenes que en animales convencionales. También el
numero y la actividad fagocitica de linfocitos y macréfagos se ven aumentados tras la
administraciéon de especies de Lactobacillus y Streptococcus. Sin embargo, mas
recientemente se han planteado actividad antitumoral en roedores y potenciacién de la
produccién de interferon gamma por linfocitos de sangre periférica estimulas con
concanavalina A (Earnshaw, 1990 ; Fuller, 1986; Hekmant, 1992 ; London, 1976;
Velmand, 1992).



1.1.3 POTENCIA

La bacteria se reproduce y adapta rapidamente al medio ambiente en el que se encuentra.
El nimero de generaciones de esta bacteria, entre el aislamiento/fermentacion, y los

métodos de cultivo en la fabrica, pueden reducir la potencia de la bacteria aislada originalmente.

Un tipo de Lactobacillus spp. puede demostrar efectividad en la inhibicion de coliformes
patégenos en el primer aislamiento en pruebas controlada, pero puede “perder” su eficacia

después de cierto tiempo.

En la micro flora intestinal, las bacterias aplicadas compiten con otras especies de
microbios por los nutrientes y por espacio, asi que la produccién de componentes
inhibidores contra otras especies les confiere una ventaja para la sobrevivencia. Esta
produccién de las llamadas “bactericinas”, tan distintivo como la produccién de acido lactico,

puede "variar" debido al proceso industrial de manufactura, puede incluso hasta ser desactivada.

La reproduccidn industrial de bacterias probidticas es un proceso muy cuidadosamente
controlado, inclusive aislado. Las bacterias viven seleccionadas en aislamiento, excluidas de forma
gue no se encuentren con ningun otro organismo con el que puedan competir, crecen en
un medio de -cultivo puro y rico en nutrientes, el cual estd disefiado para promover la
reproduccion de células y no la produccion de bactericinas. La produccion de un inhibidor
activo en contra de un competidor ausente, representa un desperdicio de recursos para la

célula bacteriana.

El resultado de esto puede ser tal, que los miembros de una poblacidon que no producen
inhibidores puedan crecer mas rapidamente y que cada vez que los cultivos son
transferidos a un nuevo medio, la proporcién de las células no productoras de inhibidores se
incrementa. De esta manera, los nuevos cultivos aislados se adaptan a su nuevo "medio
ambiente" sin ninguna otra especie con la cual competir y la poblacidn pierde su actividad

Inhibidor contra agentes patdgenos.



Existen especulaciones de que los cultivos de probidticos pueden perder su capacidad
de producir las bactericinas que utiliza para destruir otras bacterias con las que

compite, como por ejemplo, Escherichia coli (E. coli), Salmonella y Clostridium (Lahtinen, 2006).

1.1.4 VIABILIDAD Y NUMEROS

Durante el proceso industrial de produccién el fabricante tiene que escoger cuando
recolectar y secar los cultivos. Idealmente lo éptimo seria tener un ndmero maximo de

células en su fase mas activa de crecimiento de su circulo vital.

Si se recolectan demasiado pronto, el nimero total de células serd menor que el éptimo vy
esto representaria una reduccion de la eficiencia de la planta, asi como un nivel menos éptimo del

uso de los recursos.

Si se colectan demasiado tarde la proporcién de células en la biomasa pasaria su éptimo
creciendo rapidamente. Estas células son mas fragiles que las mas jévenes y fuertes y son mas
susceptibles a dafios posteriores durante las fases de separacién, secado, empaque vy

almacenamiento.

La liofilizacidn puede aniquilar entre el 60 y 90% de las bacterias. Después de
eso, en el almacenamiento se podria ver una disminucién posterior de la viabilidad de

hasta el 99% aunque estas hayan sido almacenadas en condiciones 6ptimas.

Ademas, si estas células son incorporadas en “pellets” para alimentacion, tendrian
gue aguantar otro proceso dafiino.  El proceso de extrusidon de alimentos produce altos niveles
de calor y estrés por corte, los cuales destruyen un porcentaje de las célulasy por lo tanto

complica alin mas el problema de viabilidad.

Las tecnologias de recubrimiento han afirmado que protegen a las células, pero el
numero de células viables que se venden en estas preparaciones listas para la extrusion, es

tipicamente del 10% de las bacterias equivalentes que no han sido tratadas.
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Las cantidades de células bacterianas contabilizadas dependen de los métodos usadosy

pueden ser confusos y no ciertos. Recientemente se han hecho algunas investigaciones

sobre la viabilidad de las preparaciones de bacterias deshidratadas y la idea de que una célula

bacteriana pueda estar viva 0 muerta ha sido desafiada (Lahtinen, 2006).

El grupo de Lahtinen y su colaboradores , ha continuado el trabajo de Kell y sus colegas y

han desarrollado la idea de que las células de bacterias pueden ser caracterizadas en cuatro

formas:

1. Viables (activas y cultivables).

2. Inactivas (inactivas pero cultivables en un medio de cultivo optimizado).

3. Activas pero no cultivables.

4. Muertasy no cultivables.

Por lo tanto, la eficacia de los cultivos bacteriales (probiéticos) como aditivo para alimento,

depende de lo siguiente:

1. Laviabilidad inicial y la vitalidad de la cepa empleada como probidtico.

2. El estado de la poblacién microbiana tal como esté presente en el alimento liquido; no

solamente las UFC.

3. Eltiempo de aplicacién de este probidtico al alimento liquido.

4. Las condiciones prevalecientes en el intestino (la fisiologia intestinal).
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5. Los materiales de la dieta que llegan al intestino.

6. La poblacién microbial presente en el intestino.

7. Lacolonizacién de la poblacion aplicada en el intestino.

8. Su capacidad de producir bactericinas (Lahtinen, 2006).

1.1.5 CARACTERISTICAS DE UN BUEN PROBIOTICO

Aunque puede demostrarse experimentalmente un efecto positivo con el uso de probidticos,
remplazando el uso de antibidticos en los alimentos de animales, los resultados obtenidos en

diversos campos son variables, de aqui que sea sugerido el siguiente protocolo de evaluacion:

1. El probidtico debe tener una cepa la cual sea capaz de ejercer un efecto benéfico en el
animal hospedador, v.gr. ganancia de peso, resistencia a enfermedad, siendo la cepa

correcta y adecuada al hospedador receptor.

2. Debe ser no patdgeno o no toxigénico.

3. Debe estar presente como célula viable, preferentemente en gran ndmero, aunque no se

conozca la dosis minima efectiva.

4. La dieta alimenticia debe ser consistente y adecuada para la actividad de las bacterias

probidticas.

5. Debe ser seguro y estable hasta el consumo, sobrevivir en el tracto gastrointestinal y

promover balance normal en la microflora.
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6. El probidtico no debe adquirir resistencia antibidtica, y no transmitir resistencia antibidtica

a otra microflora.

7. La estabilidad de los estudios debe probar que el probidtico sobreviva a la produccién

tipica, embalaje y condiciones de almacenamiento.

8. Costo-eficiente poder afiadir suficiente nimero de UFC por un precio dado.

El uso de la tecnologia de microencapsulacidon puede ayudar a mejorar la estabilidad de los

probidticos. Los productores deben de garantizar que una concentracién efectiva de probidticos

vivos permanezca en el producto al final de su almacenamiento (FAO/ WHO, 2000; Czarnecki-

Maulden, 2008).
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1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son organismos unicelulares, eucariontes, que se reproducen vegetativamente
por gemacién, Figura 1 y sexualmente por ascosporas. La célula individual de S. cerevisiae es
clara, sin color, normalmente de forma esférica u ovoide, pero pueden ser elipsoidales,
notoriamente alargadas o también cilindricas dependiendo de las condiciones en que fueron
desarrolladas. Su tamafio se estima de entre 8-10 um; pudiendo presentarse solas, en racimos o
en masas. Cuando son tefiidas con yodo tienen un color amarillo-café, en cambio, al tefiirse con

cristal violeta y safranina, su coloracién va de violeta hasta rojo (Garcia, 2000; Topete, 1986).

Figura 1. Levaduras de Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae tienen la siguiente clasificacidn:

Divisién: Asmastigomycota
Clase: Ascomycetes

Subclase: Hemiascomycetidae
Orden: Endomicetales
Familia: Saccharomycetaceae

Subfamilia: Saccharomycoideae

S N N N N SR

Género: Saccharomyces (Michael, 1994).
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Dependiendo de las condiciones en que haya sido cultivada S. cerevisiae, puede alcanzar de
42 a 69% de proteina cruda altamente digestible. Posee una buena cantidad de aminodcidos
(lisina, fenilalanina, treonina, valina, acido glutamico, leucina, isoleucina, arginina, histidina,
tirosina y cistina, a excepcion de metionina y triptofano); entre otros compuestos, contiene

carbohidratos, grasas y vitaminas del complejo B en las proporciones que muestra la Tabla 2.

VITAMINA mg/g de S. cerevisiae
Tiamina 136.0
Tiboflavina 28.0
Acido nicotinico 525.0
Piridoxina 40.0
Acido pantoténico 695
Acido Félico 3.5
Biotina 1.0
Acido p-aminobenzoico 5.0
Colina 3800.0
Inositol 3900.0

Tabla 2. Proporcién de vitaminas que contiene Saccharomyces
cerivisiae (Garcia, 2000).

La levadura de S. cerevisiae cuenta ademas con nucleina, lecitina, 5-fosfato de guanosina
y diastasas principalmente. Finalmente, entre algunos de los elementos que contienen en altas
proporciones estan el potasio y el fosforo; aunque también contienen en menor concentracién
manganeso, fierro, cobre, zinc y cobalto. En estudios realizados se demostré que no existe
toxicidad ni elementos cancerigenos (Fuller, 1989), por lo que puede afiadirse a la dieta en
cantidades importantes sin ningln problema; sin embargo la mayoria de los autores estiman

aceptable entre 1y 2 % su inclusion en la racidn. (Sarwar, 1985)

La levadura S. cerevisiae puede ser cultivado en diversos medios, tales como parafinas pura
lineales, aguas residuales de papelera, aguas residuales de cerveceria, aguas residuales de
destileria, granos de cereal, azticar de remolacha, melaza, metanol, etanol, alcanos y acidos
organicos principalmente. Sin embargo, su desarrollo dptimo es en medios con pH entre 4.0y 4.8;

esto se puede lograr cuando el medio tiene frutas y vegetales. (Garcia, 2000; Olson, 1996).
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Como parte de la estructura celular, la pared aporta componentes que son de gran
importancia, refiriéndonos a los glucanos, que junto con el banano, conforman a los dos
polisacaridos constituyentes de la pared celular (glucano 30 — 40 % y manano 30 %). Ademas

contienen de 6 a 8 % de proteinas (enzimas) y lipidos de 8.5 a 13.5% entre otros.

Los glucanos han sido extensivamente estudiados y son considerados por su actividad
inmunoformacoldgica, la cual hace que se incremente la resistencia del animal a los virus,
bacterias, hongos e infecciones parasitarias; asi como su efecto antitumoral que disminuye la
carcinogénesis y su amplio rango en su actividad potencial reticuloendotelial (Garcia, 2000; Olson,

1996).

La levadura viva seca S. cerevisiae revitalizada en el tracto gastrointestinal, tiene la capacidad
de producir antibiéticos naturales, acido acético, acido lactico y acido férmico, en concentraciones
gue no pueden tolerar los microorganismos causantes de enfermedades; ademas ataca la capsula
protectora de algunos microorganismos patégenos, aumentando su vulnerabilidad a la accidn de
defensas naturales. Todo esto hace que el ambiente del tubo digestivo sea menos propicio para
los agentes infecciosos especialmente de los que requieren oxigeno; ademas agotan el suministro
de ciertos elementos esenciales para la existencia de bacterias dafiinas. Este efecto
bacteriostatico sobre la poblacién bacteriana patdégena permite incrementar la poblacién
microbiana normal, asi como mantener un pH estable en el tracto gastrointestinal y reducir la tasa
de mortalidad por problemas gastrointestinales; mejora la conversion alimentaria, aporta enzimas
como amilasas, proteasas y lipasas ausentes en la microflora intestinal del animal joven,
incrementando la digestibilidad de la raciéon, especialmente en lo referente a proteina asimilable,

utilizacion del almidén y el aprovechamiento de la energia de los lipidos.

Por estas razones al adicionarla en la dieta de los animales, la levadura ejerce acciones
cataliticas que potencializan los procesos fisioldgicos del aparato digestivo, favorece la eliminacidn
e inhibicion de algunos factores que hacen mas lento el desarrollo, ademas de que estimulan la
mitosis celular; por lo tanto si es suministrada diariamente, el cerdo puede obtener mejores

resultados en la eficiencia alimenticia (Garcia, 2000).
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Los productos de levadura seca comercialmente disponibles generalmente son subproductos
de fermentacidn de cervecerias, industrias de destileria y de pulpa de papel. En alimentos
balanceados se emplea principalmente como un suplemento del complejo vitaminico B. También
provee de dos de los factores del crecimiento no identificados que son importantes en las aves de

corral.

La levadura que se esté evaluando no debe contener cereales agregados, y debe contener no
menos de 1x10 *° celulas viables por gramo, su color es amarillo claro cremoso y se produce a
veces en forma de perdigones (comprimidos), los cuales tienen el tamafio de una cabeza de alfiler
o mas pequeiios y de forma elipsoidal a claviforme. La mayoria de los productos posee el
caracteristico e inconfundible olor de la levadura lo cual aumenta la gustosidad de los alimentos y
puede ser agregada a la premezcla o bien en el agua sin perder ninguna de sus propiedades

(Sarwar, 1985 ; Thrton, 1996).

Figura 2. Colonias de Saccharomyces cerevisiae.

Entre otras ventajas el uso de la cepa S. cerevisiae, tiene: una composicion constante, un bajo
precio, tiene una larga vida por ser desecada, su valor nutritivo es igual o mayor que productos
analogos (otros probidticos) debido a que son fuente de vitamina B y glucanos; las condiciones de
su produccidn no estan afectadas por la estacién del afio, los ciclos productivos de otras industrias
ni las condiciones climatoldgicas. Se han utilizado en bovinos, cerdos y aves encontrandose

resultados favorables.
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1.2.2 Bacillus

Los microorganismos B. subtilis y Bacillus licheniformis (B. licheniformis) son bacterias Gram
positivas, anaerobias facultativas, las cuales forman esporas con forma de elipse, no son
patdégenas, se aislaron primeramente del aceite y frijol de soya fermentado, su morfologia colonial
se muestra en la Figura 3, no se desarrollan en pH alcalinos (pH 8) y tiene un porcentaje de
esporulacion de 85% a 65°C. Durante la fase de iniciacién de la esporulacién varias especies del
género Bacillus elaboran enzimas como las proteasas, penicilinazas, nucleasas, fosfatasas,
estearasas y carbohidrasas, ademas de antibidticos polipeptidicos. Su pared celular estd
compuesta por acido diaminopimélico, acido glutdmico, alanina, glucosalina, acido muramico,
galactosamina, fosforo y glucosa, el valor de cada uno de estos compuestos es muy similar entre
ambas bacterias. Ambas bacterias son susceptibles a los siguientes antibidticos: ampicilina,
cloranfenicol, tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacina y enramicina (Hoa et al., 2000; Clements et
al., 2002; Alexopoulos et al., 2004; Flores, 1985; Hughes, 1970; Green et al., 1999; Barbosa et al.,
2005).

Figura 3. Colonias de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis en medio de cultivo

La bacterias B. subtilis y B. licheniformis se utilizan en una gran variedad de actividades,
como; produccion de proteasas y amilasas a nivel industrial, como vehiculo para la inmunizacién,
en la produccion de antibidticos y como probidticos (Carlisle Falkinham, 1989; Duc et al., 2003;

Pinchuk et al., 2001; Alexopoulos et al., 2004).
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Entre los antibidticos producidos por diferentes especies de Bacillus, algunos son lineales
otros son ciclico, como ejemplo podemos mencionar: Bacitracina (B. licheniformis), Gramicidina s.
(Bacillus brevis [B. brevis]), Polimixina (Bacillus polimixa [B. polimixa]), Colistina (Bacillus colistenus

[B. colistenus]), Micobacillina, Bacillina y Bacitracina (B. subtilis).

La bacitracina, un antibiético de tipo polipeptidico, fue descubierta por Balbina A. Johnson en
1943 y a partir de ésa fecha ha sido objeto de una serie de estudios. Se ha demostrado mediante
estudios de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que el antibiético es un polvo amorfo

blanco, altamente higroscdpico soluble en agua y en otros solventes (Flores, 1985).

En el caso de B. subtilis, también se han realizado experimentos con la finalidad de conocer su
desarrollo a través del tracto gastrointestinal. En pruebas in vitro, Duc y sus colaboradores,
mostraron que las esporas de B. subtilis soportando perfectamente las condiciones estomacales
(pepsina 1mg/ml y pH 2.0), con una supervivencia del 100% y una viabilidad de 93%. Al igual las
condiciones del intestino delgado (1 mg de tripsina/ml, 0.2% de sales biliares, pH 7.5) durante
horas. Tam y colaboradores, también observaron resistencia de las esporas a las condiciones
estomacales e intestinales. Sin embargo, encontraron que la forma vegetativa de B. subtilis es
demasiado sensible al medio estomacal (viabilidad de 0.008%, con un pH 2-3 por 30 minutos y

medio intestinal (viabilidad de 0.0001-0.001% por 90 minutos) ( Duc et al., 2004; Tam et al., 2006).

Algunos estudios con respecto al transito de B. subtilis en el tracto gastrointestinal la
reportaron presencia de B. subtilis en las heces de ratones a las 6 y 24 horas posterior a su
consumo, aunque la menor cantidad se observo a las 24 horas posterior a su consumo. Ademas,
usando la técnica de Transcripcidon Reversa en Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por
sus siglas en ingles), encontraron que B. subtilis germina en yeyuno e ileon, pero no en duodeno
por lo que ellos concluyen que B. subtilis puede permanecer en el intestino delgado por un tiempo
corto. La explicacion mencionada por los investigadores de no encontrar B. subtilis en su forma
vegetativa en duodeno fue la inhibicién que ocasionan las sales biliares sobre la germinacién. En
otros trabajos han observado en ratones inoculados con B. subtilis (una sola inoculacién de 5 x 10°
esporas), que la cantidad acumulada (7 dias de muestreo de esporas excretadas en las heces
fueron mayores a la cantidad inoculada, y que aun después de algunos dias se observaron esporas

en las heces. Sus resultados los llevaron a sugerir que las esporas pudieron germinar, multiplicarse
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y esporular de nuevo en el tracto digestivo (Casula y Cutting, 2002; Spinosa et al., 2000; Hoa et al.,

2001).

Con los antecedentes anteriores, Tam y colaboradores, realizaron un trabajo donde
manipularon tres cepas de B. subtilis (una de laboratorio y dos de origen natural) para que se
expresaran la toxina tetanica en distintas etapas del desarrollo de B. subtilis (en algunos casos en
la espora, pero hasta el momento de haber germinado y esporulado de nuevo, y otras en su forma
vegetativa). Después de inocular estas cepas en el estdbmago de ratones, los investigadores
encontraron que los valores mayores de IgG anti-toxina tetanica en el suero de los ratones se
presentaron para el dia 23 y 68 del experimento. Es corresponde al tiempo en que la toxina se
expresa en la forma vegetativa y en la espora de B. subtilis, respectivamente, con lo que
demostraron que B. subtilis germina y esporula en el tracto gastrointestinal de ratones.
Posteriormente observaron que el Unico sitio donde germinaron las esporas fue el yeyuno, pero
no a una tasa tal que les permita permanecer como microbiota permanente, por lo que
concluyeron que B. subtilis no coloniza el tracto gastrointestinal. Estos mismos investigadores
cultivaron las 3 cepas anteriores en medios enriquecidos con nitratos y nitritos en ausencia de
oxigeno, observando que las tres cepas pueden crecer en un medio anaerobio pero solo las cepas
de origen natural pueden esporular (eficiencia del 12 a 56%). Lo anterior es un indicativo de que B.
subtilis puede desarrollar en el medio intestinal anaerobio (Tam et al., 2006; Clements et al.,

2002).

La bacteria B. Subtilis puede también crecer en cercana asociacion con superficies de raices
de plantas. En el laboratorio, cuando B. Subtilis fue inoculado en las raices de Arabidopsis
thaliana, se observd crecimiento de biofilms, en su morfologia colonial ver Figura 4. Ademas B.
subtilis puede ser aislada en mayores nimeros que la mayoria de las otras esporas formadoras de
bacteria de la rhizosfera de una variedad de plantas. Hay evidencia que a través de estas
asociaciones B. subtilis puede promover crecimiento de plantas. Posibles explicaciones para este
crecimiento son: i) B. subtilis neutraliza otros microbios que de otra forma afectarian
adversamente a la planta; ii) B. subtilis activa el sistema de defensas de manera que la planta es
puesta en equilibrio para resistir potenciales patdgenos; iii) B. subtilis hace que ciertos nutrientes
sean mas alcanzables para la planta (ejemplo: fosforo y nitrégeno) (Bais, 2004; Rudrappa, 2007;

Fall, 2004; Cazorla, 2007; Nagorska, 2007).
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Figura 4. Morfologia del biofilm de Bacillus subtilis

Considerando que B. subtilis es encontrado en la tierra y alrededor de plantas y que
muchos animales consumen plantas, no es sorprendente que esta bacteria es frecuentemente
encontrada en heces. El paso de B. subtilis a través del tracto gastrointestinal no puede ser sin
efecto alguno, la idea de que B. subtilis tiene un papel activo dentro del tracto gastrointestinal y
ha tenido soporte por afios. De hecho, B. subtilis ha sido clasificado como un probiético que
cuando es ingerido tiene efectos benéficos probablemente ayudando a mantener o restaurar
comunidades bacterioldgicas en el cuerpo. B. subtilis es también encontrado en varios productos
alimenticios fermentados comercialmente disponibles, incluyendo soyas fermentadas con B.
subtilis natto, el cual es popular en Japdén y ha sido ampliamente aceptado como que confiere
beneficios a la salud. Pero como su funcién en el crecimiento de las plantas no estd
completamente comprendido como B. subtilis imparte su efecto probiodtico (Nicholson, 2004;

Barbosa, 2005; Leser, 2008; Hong, 2004; Inatsu, 2006)

Los trabajos en afios recientes han transformado nuestro punto de vista de lo que B. subtilis
puede hacer dentro del tracto gastrointestinal de animales. Inicialmente, se pensaba que B.
subtilis era un aerobio que simplemente viajaba a través del tracto gastrointestinal como una

espora, la mayoria de la veces de forma anaerdbica.

Sin embargo, cualquier benéfico derivado de su consumo se pensaba era debido a alguna
propiedad intrinseca de la espora. Sin embargo recientes evidencias, indican que B. subtilis puede

completar su ciclo de vida entera dentro del tracto intestinal, yendo de espora a células vegetal y
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esporularse de nuevo. De hecho, el crecimiento de B. subtilis en el tracto intestinal es
suficientemente robusta para que este organismo combata patégenos como E. coli en los tractos

gastrointestinales de aves de corral administrados oralmente. (Hong, 2004)

1.3 USO DE PROBIOTICOS EN CERDOS

La aplicacidon de abundantes bacterias probidticas viables ha resultado en un incremento en

el apetito y en un mayor consumo de las cerdas, dando los siguientes resultados:

1. Menor mortalidad en cerdas estresadas antes del parto (Clostridium dificile).

2. Mejores y mayores éxitos de parto, resultando en menos lechones nacidos muertos o

débiles.

3. Mejor produccidn de leche durante la primera semana de lactacién.

4. Deshechos mas uniformes de los lechones al destete.

5. Mayor numero de lechones destetados.

La inclusidn de S. cerevisiae en la dieta de cerdas lactantes puede favorecer el crecimiento de
bacterias anaerobias benéficas para el intestino modificando la poblacidon bacteriana del tracto
digestivo, y por consiguiente el tipo de bacterias que son excretadas al medio ambiente, Sin
embargo Mathew y sus colaboradores no encontraron diferencias en la concentracion de E. coli en
el intestino de lechones alimentados con la levadura. Se ha mencionado que la inclusion de las
levaduras en la dieta de las cerdas puede incrementar el peso de la camada y estimular el sistema
inmune del lechdén. Por otro lado, también se ha reportado que la inclusién de S. cerevisiae en la
dieta de lechones destetados incrementa el consumo de alimento. En el caso de la inclusién de
cultivos bacterianos en la dieta de cerdos, las respuestas no han sido consistentes en cuanto a la
mejora del crecimiento o de parametros reproductivos (Cervantes et. al., 2001; Pérez et. al., 2002;

Mathew et al., 1998; Pollmann, 1986).
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Al utilizar B. licheniformis y B. subtilis en la alimentacion de cerdas a partir del dia 109 y hasta
el final de la lactacién observaron mejoras en el comportamiento productivo de la cerda y su
camada. Encontrando un aumento en el consumo de alimento de la cerda en los primeros 14 dias
de lactancia, disminuyendo el nimero de diarreas en los lechones, menor mortalidad, y por
consiguiente un mayor numero de destetados. En otro experimento el mismo grupo de
investigadores notaron una disminucidn significativa en la presentacién de diarreas y muertes de
cerdos destetados, ademas de mejoras en la ganancia diaria de peso y en la conversidn alimenticia
de cerdos de desarrollo y finalizacién alimentados con dietas que contenian B. licheniformis y B.

subtilis (Alexopoulos et. al., 2004).

Kyriakis y sus colaboradores evaluaron el comportamiento productivo de lechones
destetados por un periodo de 28 dias, utilizando cuatro dietas experimentales; una control sin
ningun aditivo o promotor del crecimiento, dos adicionadas con diferentes dosis de B.
licheniformis (10° y 10”/g esporas viables de alimento) y una cuarta dieta adicionada con Bacillus
toyoi (B. toyoi) (10%/g esporas viables de alimento). Estos investigadores encontraron la inclusion
de los probidticos disminuyd la presentacidon y severidad de las diarreas, y por lo tanto la
mortalidad. Asi mismo, este grupo de investigacién observd que los cerdos alimentados con las
dietas que contenian los bacilos, presentaron un mayor consumo de alimento y ganancia de peso
que el grupo control, adicionalmente los cerdos alimentados con las dietas que contenian los
bacilos, presentaron un mayor consumo de alimento y ganancia de peso que el grupo control,
ademds los cerdos alimentados con la dosis alta de B. licheniformis (10’/g esporas viables de
alimento), presentaron un desempefo productivo mayor que el de los otros dos grupos. Otra
observacién importante en este experimento fue que en los cerdos alimentados con la dieta alta
en B. licheniformis (10’/g esporas viables) y la de B. toyoi, no se detectd la presencia de E. coli a
hemolitica al dia 22 del experimento, mientras que en los otros dos grupos si se detecto la

presencia de la E. coli (Kyriakis et. al., 1999)

21



1.4 COLONIZACION BACTERIANA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

El comportamiento de sucesidn bacteriana del tracto digestivo del lechén durante los
primeros meses de vida ha sido estudiado por varios investigadores, entre estos Swords que
observé la evolucién de la microbiota fecal (de cerdos) durante los primeros 4 meses de vida,
periodo que fue dividido en tres fases. La primera fase, corresponde a la primera semana de vida,
la segunda fase comprende desde el final de la primera semana de vida hasta el destete, y tercera
fase concierne desde el destete hasta la adaptacion al alimento seco. Sin embargo, el
establecimiento de la microbiota intestinal, en un neonato es compleja, ya que comprende: la
contribucion bacteriana proveniente de la madre y la del medio ambiente que lo rodea, de la
interaccion de la microbiota con el hospedador, de factores dietarios, no dietarios y de las
diferencias propias de cada individuo (Swords et al., 1993; Mackie et al., 1999; Simpson et al.,

2000; Inoue et al., 2005).

Antes del nacimiento, el tracto gastrointestinal de los lechones es estéril, al momento del
nacimiento estos tienen contacto con una amplia variedad de bacterias provenientes del canal de
parto y del contacto con las heces maternas, posteriormente durante el primer amamantamiento,
el recién nacido traga las bacterias que se encuentran en los pezones y epitelio del conducto del

pezén (Conway, 1997; Mackie et al., 1999).

La primera fase de colonizacidn bacteriana en el intestino de los lechones es
extremadamente rdpida, a las 12 horas de vida del lechén, el colon tiene una poblacién bacteriana
de 10° Unidades formadoras de colonias por gramo de heces (UFC/g) Gréfica 1. De las bacterias
encontrados en ésta etapa, predominan las bacterias aerobias y anaerobias facultativas (80% de la
flora), la presencia de estas bacterias se debe a la disponibilidad de oxigeno en el tracto
gastrointestinal. Conforme se utiliza el oxigeno, el ambiente del tracto cambia, favoreciendo
crecimiento y colonizacidn de las bacterias anaerobias estrictas, las cuales a solo 48 horas después
del nacimiento representan el 90% de la microbiota total, Grafica 2. Usando impresion dactilar y la
capacidad fermentativa de las bacterias intestinales en la cerda y sus lechones, han encontrado
una alta similitud entre la flora intestinal de la madre y de sus crias durante la primer semana de
vida de los lechones. Lo que confirma que microbiota intestinal de la cerda es la primera fuente de

bacterias para la colonizacion intestinal de los lechones. Sansom y Gleed, usaron isotopos
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radioactivos en el alimento de cerdas en lactacién (alojadas en corrales de piso sélido),
encontraron que los lechones consumen un promedio de 20.9% 2 gramos de heces de cerda por
dia es por esto que la microbiota intestinal de la madre tiene influencia directa sobre la microbiota

intestinal del lechdn en esa fase (Katouli et al., 1997;Sansom y Gleed, 1981).

Grafica 1. Cantidad de bacterias totales (Unidades formadoras de colonias log/gramo de materia fecal)
desde el nacimiento a 120 dias (Adaptado de Swords et. al., 1993).

Grafica 2. Evolucidon de bacterias aerobias y anaerobias en heces de lechones del nacimiento al dia 120 de
edad (Adaptado de Swords et. al., 1993).

Para la fase dos, se observé un incremento de la diversidad bacteriana donde se manifiesta

el dominio de los géneros Lactobacillus y Estreptococos, con una concentraciéon de 10’ a 10° UFC/g
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de digesta En esta misma fase se disminuye la proporcién de las bacterias coliformes totales,
Bacteroides spp., Clostridium spp. y Enterococcus con respecto a la fase uno de sucesién
bacteriana. Ademads, durante esta fase (posterior a una semana de lactancia) se ha reportado que
los patrones bacterianos de los lechones y la cerda ya no fueron tan similares (Swords et al., 1993;

Inoue et al., 2005; Katouli et al., 1997).

1.5 EL CERDO COMO ESPECIE PRODUCTIVA

Entre los animales domésticos existen grandes diferencias de produccién y rendimiento, en
este caso el cerdo rinde hasta el 75% de carne en canal y este rendimiento es mayor que en los
bovinos; ademas de proveer nutrimento en forma tan eficiente como otros animales. El cerdo
tiene un gran poder de conversién alimentaria, mejor asimilacién de los alimentos, mayor

capacidad para aprovechar la proteina cruda e ingerir considerables cantidades de liquidos.

Por el cardcter omnivoro de su alimentacion y diversas necesidades nutritivas, puede ser
alimentado con variados productos y subproductos animales y vegetales. El factor mas
importante que ha determinado la escasa poblacién de cerdos, es el grave problema de pérdidas

por la insuficiencia en peso de los lechones al nacer (Garcia, 2000).

Dos de las etapas criticas para la produccidn porcina son la lactancia y el destete, problemas
productivos e infecciosos durante estas dos etapas se pueden determinar la rentabilidad y las
explotaciones porcinas. Por otro lado sabemos que la colonizacién bacteriana del sistema
digestivo comienza en el canal de parto al momento de nacer influyendo fuertemente también los
microorganismos ambientales. En las explotaciones tecnificadas la colonizaciéon del tracto
digestivo del lechdn estd ampliamente relacionada a la poblacidn bacteriana del tracto digestivo
de la madre, quien a través de sus excreciones influencia el tipo de microorganismos que
colonizard el tracto digestivo del lechén (Tannock et al., Zetterstrom et al., 1994; Jadamus et al.,

2000).
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La capacidad productiva del lechdn depende del destete, potencial genético, condiciones del

medio ambiente y factores nutricionales (Garcia, 2000).

1.6 IMPORTANCIA DEL DESTETE

Durante el destete los lechones pueden sufrir alteraciones debidas a diversos factores, tales
como: medio ambiente (diferente temperatura de la incubadora y los corrales), factor social
(separacion entre el cerdo y su camada, jerarquizacion y espacio disponible entre ellos) y factor

nutricional (cambio de dieta liquida “leche” a dieta sélida).

El mas importante de estos factores es el nutricional, ya que es el mas dificil de controlar; por
ejemplo, en el destete se cambia la fuente de nutrimentos, en lugar de lactosa, le ofrecemos
almidén y otros polisacdridos como fuentes de carbohidratos. Si el lechén no puede digerir
adecuadamente el alimento, éste da lugar a fermentaciones que se traducen en diarrea, lo que
agrava el hecho de que el lechén no pueda aprovechar los alimentos. Esto a su vez, hace que se
detenga la ganancia de peso o incluso se presente una disminucidn. La variedad de ingredientes
que incluye la dieta, determinara el control de una buena productividad en los lechones (Fuller,

1989; Soriano, 1980).
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1.8 JUSTIFICACION

Reciente interés referente a resistencia antibidtica y el uso de agentes probidticos en ganado
ha resultado una demanda para estrategias alternativas para mejorar la produccidn y salud animal
sin la necesidad de antibidticos, para evitar o prevenir alteraciones en el tracto gastrointestinal
en cerdas lactantes y lechones, estimulando la flora intestinal existente, y favoreciendo la
actividad inhibitoria de enterobacterias durante la lactancia y al destete. Por lo anterior se
pretende probar si la combinacién de S. cerevisiae con las bacterias B. subtilis y B. licheniformis
puede impactar en la salud intestinal de la cerda y del lechén, lo que pudiera representar mejoras
en el comportamiento productivo de ambos. Muchos factores pueden influir en la eficacia de estas
preparaciones como podrian ser: genéticas, fisioldgicas o el estado de salud del animal, asi como la
dieta, las condiciones del medio ambiente, etc. Aunque producen efectos benéficos en el
crecimiento y en la salud del animal, no siempre puede ser demostrado, esto se presenta a
menudo en cerdos recién nacidos, antes y después del destete. Por ejemplo, la administracion de
probidticos elimina o disminuye los cuadros de diarrea crénicos que se presenta a estas edades.
Los lechones son animales muy susceptibles a desarrollar diarreas siendo la E. coli la bacteria mas
frecuentemente involucrada. Actualmente existe, una tendencia a disminuir el uso de antibidticos
por los efectos colaterales que traen, por eso se estdn desarrollando nuevos productos, que
apoyen el control de diarreas, tales como los probidticos los cuales deben ser debidamente
elaborados para que realmente se logre el objetivo, de aqui la necesidad de evaluar previamente a

los microorganismos que puedan ser incluidos en el alimento.

Por lo tanto la hipdtesis planteada para el presente trabajo es:

Si, se modifica la dieta de cerdas lactantes con la adicidon de S. cerevisiae y B. licheniformis-
B. subtilis, entonces se observara una actividad inhibitoria en el crecimiento de enterobacterias

aisladas en las cerdas y en los lechones.
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2.0 OBIJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de la adicidn de Saccharomyces cerevisiae y Bacillus licheniformis - B.

subtilis, asi como de su combinacién en la dieta de cerdas lactantes y lechones al destete.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

v" Evaluar la actividad inhibitoria de los probioticos en el crecimiento de enterobacterias,

durante el periodo de lactacia y de destete en las cerdas y en los lechones.

v" Confirmar la presencia de los probidticos S. cerevisiae y B. Licheniformis - B. subtilis a

través del aislamiento de estas cepas a partir de muestras de heces fecales.

v" Cuantificar los coliformes totales a través de la técnica del nimero mas probable (NMP) en

muestras de heces fecales.

v" Aislar e identificar microorganismos en condiciones aerobias y anaerobias, sembrando en

placa de Agar Sangre y Agar Soya Tripticaseina.
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3.0 MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizé en conjunto con el MVZ Alejandro Castellanos Aceves, para su Tesis de
Maestria, pero en el presente trabajo solo se abordo el disefio experimental correspondiente a la
administracién de los probiéticos en la dieta de cerdas y lechones y a la obtencion de muestras de
heces fecales para los cultivos bacterioldgicos el cual se describe de la Figura 5 a la 13. Este
trabajo se desarrolla en dos fases, la primera consiste en administrar los probioticos a la cerda
durante la lactancia, muestreandola a ella y a un lechén de su camada. La segunda fase

corresponde a la administracidn del probidtico después del destete.

3.1FASE 1

3.1.1 Sitio Experimental. El estudio se realizé en las instalaciones porcinas del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Fisiologia Animal del INIFAP, Ubicado en el Km 1 de la Carretera a

Coldn, en Ajuchitlan, municipio de Colén, Querétaro.

3.1.2 Dietas experimentales. En esta fase del experimento se utilizaron las dietas como se
muestran en la Tabla 4 (ver anexo) que fueron administradas a las cerdas durante la lactancia. Las
dietas se identifican de la siguiente manera: una dieta Control (T1), en base a sorgo y soya,
formulada para satisfacer las necesidades de la cerda lactante (NRC, 1998); para la segunda dieta
se utilizo la dieta control adicionada con S. cerevisiae (T2); en la tercera dieta se utilizd también la
dieta control mas la adicion de B. licheniformis y B. subtilis (T3); y para la cuarta dieta se utilizd la

misma dieta control adicionada tanto con S. cerevisiae, como de B. licheniformis y B. subtilis (T4).

3.1.3 Animales. Para la realizacidn de este proyecto se utilizaron 40 cerdas lactantes y sus
camadas, por tratamiento, es decir un total de 160 cerdas. Por lo que se requirid de 13 a 20
grupos de paricion para completar el experimento. La unidad experimental es la cerda y su

camada.
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Durante la gestacién las cerdas recibieron el mismo manejo y dieta de gestacién, el consumo de
alimento fue de 2.5kg/dia, dividido este en dos comidas (1.25 kg por comida). Para el dia 110 de
gestacidn las cerdas se asignardn de manera aleatoria a una de las cuatro dietas experimentales
antes descritas (T1, T2, T3 Y T4), se ofrecierdn 2 kg de alimento a la cerda hasta el dia de parto. El

dia 109 de gestacidn las cerdas fueron trasladadas a la sala de maternidad.

3.1.4 Cultivos bacterianos de contenido fecal:

Llegadas las cerdas a la sala de maternidad se les tomardn una muestra de heces directamente del
recto (2 gramos). Cada muestra fue colocada dentro de una bolsa de plastico, rotulada con el
numero de identificacion de la cerda, tratamiento y fecha de muestreo, a esta toma de muestra se
le asignd como dia 0. De igual manera se tomé una muestra de heces de los lechones al
nacimiento, esta fue tomada al azar dentro de cada camada, posteriormente para el dia 14 de
lactacion se tomd una muestra a cada camada al azar. Al dia del destete se muestreardn las
cerdas y un lechdn de cada camada registrandolas como dia 28, el procedimiento descrito

anteriormente se observa en la Figura 5.

Las muestras se refrigerardn a 4 2C para transportarlas al laboratorio de virologia de la unidad de
posgrado, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn Campo 1, Cuautitlan Izcalli, México.
Las muestras fuerdn tratadas de acuerdo al esquema general de la Figura 7 para realizar los

cultivos bacterioldgicos.
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160 CERDAS

Tratamiento

T1 = Dieta Control

T2 = Dieta Control + S. cerevisiae

T3 = Dieta Control + B. subtilis y B. licheniformis
T4 = Dieta Control + S. cerevisiae y B. subtilis -B.

licheniformis.
40 Cerdas 40 Cerdas 40 Cerdas 40 Cerdas
recibieron recibieron recibieron recibieron
Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Se muestrearon Se muestrearon Se muestrearon Se muestrearon
8 cerdas y un 9 cerdas y un 9 cerdas y un 9 cerdas y un
lechén de su lechén de su lechdn de su lechdn de su
camada al azar camada al azar camada al azar camada al azar

Se tomaron muestras de 2g aproximadamente, colocar la muestra en una bolsa de plastico, rotulada
con el nimero de identificacion de la cerda y fecha de muestreo.

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

Fig. 5 Obtencidon de muestras fecales para cultivos bacterianos en
etapal
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3.2 FASE 2

3.2.1 Dietas Experimentales. Para este parte del experimento se utilizardn las dietas de las Tablas
5, 6 y 7 (ver anexo) postdestete basadas en sorgo y soya, formuladas para satisfacer las
necesidades nutricionales de los cerdos destetados (NRC, 1998) que se diferencian solo en la
presencia o no del probidtico. Las dietas experimentales incluyen una dieta control (T1), la cual no
incluye ningln Probidtico, una segunda dieta donde se incluye S. cerevisiae (T2), la tercera dieta
incluye B. Licheniformis y B. subtilis (T3) y una cuarta dieta que contiene la combinacion de S.
cerevisiae y B. licheniformis - B. subtilis (T4). Las dietas fueron asignadas dando seguimiento a las
dietas que recibieron las madres durante la lactacidn, los lechones dentro de sus tratamientos

fueron distribuidos aleatoriamente.

3.2.2 Animales. Se utilizaron 384 lechones, el nimero de grupos de destete a utilizar dependera
del numero de lechones en cada grupo, pero se estima que se utilicen entre 4 y 6 grupos de

destete.

En la sala de destete los lechones se mantuvieron bajo las mismas condiciones de manejo y clima,
teniendo agua y alimento a libre acceso. Los lechones se alojardn en corrales con capacidad para
4-6, esta variacién dependera de la disponibilidad de lechones. La unidad experimental fue el

corral.

3.2.3 Cultivos bacterianos de contenido fecal:

Se tomardn muestras de heces a un lechdn por jaula, los dias 0, 14, y 28 de estancia en la sala de
destete. El lechén al que se le tomd la muestra fue seleccionado al azar dentro de cada corral. La
muestra de heces fue tomada directamente del recto con hisopo estéril y trasportada en
refrigeracion a 42C al laboratorio de andlisis. Se tomardn, como se muestra en la figura 6. Las
muestras fueron sometidas a cultivos bacterioldgicos para determinar la presencia de E. coli,
Salmonella cholerae sui (S. cholera sui), Salmonella (S. typhimuriums), S. cerevisiae, B. subtilis B.

licheniformis. Se manejaron las muestras siguiendo el esquema de la figura 7.
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384 LECHONES

Tratamiento

T1 = Dieta Control

T2 = Dieta Control + S. cerevisiae

T3 = Dieta Control + B. subtilis y B.licheniformis
T4 = Dieta Control + S. cerevisiae y B. subtilis - B.

licheniformis.
Se muestrearon Se muestrearon Se muestrearon al Se muestrearon al
al azar 11 al azar 7 lechones azar 10 lechones azar 9 lechones
lechones con T1 conT2 conT3 conT4
postdestete postdestete postdestete postdestete

Se tomaron muestras de 2g aproximadamente, colocar la muestra en una bolsa de plastico, rotulada
con el numero de identificacion de la cerda y fecha de muestreo.

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

Fig. 6 Obtencion de muestras fecales para cultivos bacterianos de la
etapna 2
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3.3 DIAGRAMAS DE FLUJO GENERAL

TOMA DE MUESTRA DE

HECES FECALES PARA
CULTIVOS BACTERIANOS

Determinacion Cuantificacién de Identificacién de Determinacién de
del nimero mas microorganismos microorganismos coliformes totales
probable (NMP) mesoéfilos anaerobios en Agar en Agar

aerobios por Sangre (AS) y Agar MacConkey (MC)

conteo en placa Soya Tripticaseina
\ (AST) y

Identificacion de
Cepas:

[ Identificacion de Cepas: ]

Tincion de Gram

Tincion de Gram

Inoculacion de

Inoculacion de Pruebas Pruebas Bioquimicas

Bioquimicas

Fig. 7 Diagrama de flujo a seguir para las muestras de heces fecales llegadas al
laboratorio
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Muestras frescas de heces
fecales (10 g).

Para las muestras de heces, las células
fueron removidas y homogenizadas
afiadiendo 1 g de muestra a un tubo de
ensayo que contenia 9 ml de solucion
salina. Se agitd6 moderadamente por 5
minutos en un vortex.

\_ J

Las muestras fueron diluidas seriadamente
transfiriendo 1 ml a un tubo con 9 ml de
0.85% NaCl. Cada transferencia corresponde
a una dilucién de 1 en 10. Repetir en serie el
procedimiento de dilucién hasta alcanzar la

dilucion 10 7 .

(" Utilizando un marcador, dividir
la placa petri en cinco zonas
de igual tamafio. Se uso una
placa por cada muestra. Se
rotulo cada zona con el factor
de dilucidn a ser inoculado.

\_ J

(" . .

Transferir 5 pl de la dilucién
apropiada al area
correspondiente. Repetir esta
operacion cinco veces por cada
dilucién.

Permitir que el inoculd seque sobre el medio
de crecimiento. Invierta la placa e incube a
37°C por 24 horas.

Evaluaciéon de crecimiento: Para cada
dilucion en ascendencia evaluar el
crecimiento o no crecimiento sobre
cada réplica inoculada.

Fig. 8 Diagrama de Flujo para Técnica del Nimero Mas Probable
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Utilizando los valores ofrecidos en la Tabla 3, se determind la poblacién estimada para su
muestra (ej., 5-5-3-2-0: 1,383). Si su patrén de respuestas no esta en la tabla, promedie el valor
estimado del patrdn superior e inferior presente en la Tabla 3 (ej., 5-4-1-1-0 no estd en la Tabla 3,
entonces promedie 5-4-1-0-0 (169) y 5-4-2-0-0 (216) como el resultado mas apropiado: 5-4-1-1-0 =
(169+216)/2 = 193). Este valor obtenido es el NMP sin ajustar. Para calcular la densidad
poblacional de la muestra, entonces tendra que multiplicar el NMP sin ajustar, por el factor de
correccion de volumen, por el reciproco del factor de dilucion menor inoculado en la placa (ej., 5-

5-3-2-0: 1,383 X 200 X 1000 = 2.78 x 108 células/g de heces).

La densidad poblacional estimada se estd asumiendo en 1 ml del inéculo. Este valor debe
ser ajustado por el factor de dilucién y el volumen de inéculo (por ejemplo, si usted inoculd en
cada placa un volumen de 5 pl, entonces el valor de la tabla deber corregido multiplicandolo por

100 [5 x 200= 1000 0 1 ml]).
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Se marcaron 2 cajas Petri
estériles para cada una de las
siguientes diluciones: 0, 10 ', 10
2y10°°

A partir de las diluciones realizadas
a las muestras de heces para la
técnica anterior, pipetear en cajas
de Petri duplicadas y alicuotas de 1
ml de las diluciones: 0, 10 ", 10
y10°

Este procedimiento se realizd por
duplicado, teniendo asi 2 cajas para
cada dilucion.

(Se agregé a cada placa agar para \
métodos estandar y se homogenizé la
mezcla con 6 movimientos de derecha
a izquierda, 6 en el sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido
contrario y 6 de atras a adelante para
\incorporar el indculo en el medio. J

Se dejé solidificar el
medio, después se
invirtieron las cajas y
se incubaron durante
24 horas a 25y 35 °C.

Después del periodo de
incubacién, contar las colonias
contenidas en cada una de las
cajas y seleccionaron aquellas
que se encuentren en el intervalo
de 25 a 250 colonias.

Fig. 9 Cuantificacion de microorganismos mesdfilos aerobios por conteo en medio a 25y 37 °C
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Se marcaron cajas Petri
con agar sangre y agar
soya tripticaseina para la
dilucion de 10 °.

En el tubo de la dilucion 10'3, se
introduj6 un asa de siembra
estéril y se tomd una porcion
sembrandose una estria inicial
en una placa Petri con medio
(AS y AST).

Se distribuyd la muestra en
la placa por  estrias
presionando pero sin
perforar el agar .

~
A partir del extremo de la primera estria se realiza una
segunda y asi sucesivamente hasta completar 4 estrias.
Al concluir el sembrado se flamea el asa al rojo vivo.

-

Una vez inoculadas las placas se
incuban en posicion invertida a 37°C
en anaerobiosis y se examinan a las
24 horas, después de 48 horas se
pueden aparecer diversas colonias, las
cuales se examinaran en cuanto
forma, borde, tamafio y color, etc.

Para la obtencion de cultivos puros cualquier
colonia bien aislada es removida con un asa
o un alambre recto. La colonia se siembra
en otra caja o tubo, contendiendo un medio
especifico dependiendo del agente de que
se sospeche.

Se realiza un Gram y las
pruebas bioquimicas
pertinentes.

Fig. 10 Identificacion de microorganismos anaerobios en agar sangre y agar soya tripticaseina
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Realizar frotis y colocarlo
sobre el puente de
coloracion.

Cubrir el frotis con cristal violeta y
dejarlo actuar durante un minuto.
Escurrir el colorante y lavarlo al chorro
suave de agua.

Cubrir el frotis con solucion de lugol y
dejarlo actuar durante 30 segundos.
Decantar y lavar al chorro suave de
agua.

Colocar el frotis en forma vertical
y decolorar afiadiendo gota a gota
el alcohol-acetona durante 2-3
segundos. Lavar inmediatamente
al chorro de agua.

Cubrir el frotis con safranina y dejarla
actuar durante un minuto. Escurrir el
colorante y lavar al chorro suave de
agua. Dejar secar al aire.

Observar al microscopio con el
objetivo de inmersion.

Fig. 11 Diagrama de flujo de tincién de Gram
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Para aislar y cuantificar E. coli en heces se realizé sembrado en placa con el medio de cultivo
Mc Conkey, se incubararon a 37 2C por 24 horas, las colonias identificadas con las caracteristicas

tipicas de E. coli, Salmonella sp seran tipificadas a través de analisis bioquimico.

Cepa pura a ldentificar

[ Tincion de Gram ]

( Inoculacion de \

Pruebas Bioquimicas:

N\ J

SIM MR - VP Citrato

Lectura y Consulta
en tablas

Identificacion de
especie bacteriana

Fig. 12 Identificacion de especies de enterobacterias
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Cepa pura a Identificar

l Tincién de Gram '

Inoculacién de Pruebas
Bioquimicas

Catalasa |_

+ -

Especies de Especies de
Clostridium Bacillus

- l Produccién de l
lectinasa

l Vogues Proskauer '_-I-

l Citrato ' +

— Maltosa '._-L
l B. subtilis l lB.Iicheniformi '

Fig. 13 Diagrama de flujo para la identificacion de especies del genero Bacillus
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4.0 RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo se obtuvieron a través de las técnicas mencionadas
anteriormente, pero los mas representativos son los de el nimero mas probable, (UFC log/g de
heces), que fueron tratados estadisticamente, obteniéndose el promedio de cada uno de los
tratamientos en cada una de las fases del experimento, determinando asi, si existe un efecto de

inhibicidn de enterobacterias por los probidticos S. cerevisiae y B. licheniformis- B. subtilis.

La Grafica 3 muestra los resultados de los efectos de los probidticos B. subtilis-B.
licheniformis 'y S. cerevisiae, y la combinacion de estos en cerdos hembra durante la lactancia, en
el cual se observa un decremento en el nimero de UFC log/g de heces fecales del dia 0 al dia 28
en los cerdos tratados con los probidticos con respecto al grupo control. Sin embargo no se
observa un efecto constante, para todos los tratamientos, de esta fase del experimento.

Grafica 3. Promedio de bacterias totales (UFC log/g de heces determinadas en cerdos hembra tratados con

los probiodticos S. cerevisiae, B. subtilis-B. licheniformis o la combinacién de ambos durante la lactancia en
los dias 0 y 28 comparadas con un grupo control.

(§a]

Log

Dia

T1 T2 T3 T4

O Grupo control B s cerevisiae
O B. subtilis-B. licheniformis O s. cerevisiae + B. subtilis-B.licheniformis
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En la siguiente Grafica (4) muestra el promedio de los resultados del NMP determinando los
efectos producidos por los probidticos B. subtilis-B. licheniformis, S. cerevisiae, y la combinacion
de estos, en lechones durante la lactancia, en el cual muestra un ligero descenso en el nimero
de UFC log/g de heces fecales, del dia 14 al 28 para el tratamiento 3 en comparacion con los
demas tratamientos, ya que en los tratamiento 1,2 y 4 en vez de disminuir, aumenta el nimero de

enterobacterias, pero cabe destacar que no es muy representativo el aumento.

Grafica 4. Promedio de bacterias totales (UFC log/g de heces determinadas en lechones
tratados con los probidticos S. cerevisiae, B. subtilis-B. licheniformis o la combinacion de
ambos durante la lactancia en los dias 14 y 28 comparadas con un grupo control.

10

Dia
14 28 14 28 14 28 14 28

T1 T2 T3 T4

O Grupo control B s cerevisiae

O B. subtilis-B. licheniformis O s. cerevisiae + B. subtilis-B.licheniformis
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La grafica 5, muestra los promedios de los resultados producidos debido a los efectos de
los probidticos B. subtilis-B. licheniformis, S. cerevisiae, y la combinacion de estos, en lechones
destetados, en la cual muestra una disminucion en el nimero de UFC log/g de heces fecales, para
los tratamiento 1, 2 y 4 del dia O de alimentacidn al dia 28; Sin embargo para el tratamiento 3 la
tendencia no es constante en los resultados pues no se observa una tendencia a disminuir el

numero de enterobacterias, en estos lechones.

Gréafica 5. Promedio de bacterias totales (UFC log/g de heces determinadas en lechones destetados
tratados con los probioéticos S. cerevisiae, B. subtilis-B. licheniformis o la combinacion de ambos durante
las diferentes fases de alimentacién comparadas con un grupo control.

4
35 + |
, L A
2.5 1+ ] =
Log
z 1+ -
15 —
1 4 —
0.5 —
Dia
0
0 ‘ 14 ‘ 28 0 14 28 0 ‘ 14 ‘ 28 0 ‘ 14 ‘ 28
T1 T2 T3 T4
O Grupo control B s cerevisiae
O B. subtilis-B. licheniformis O s. cerevisiae + B. subtilis-B.licheniformis
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En la siguiente tabla 4 se resumen de manera general los resultados obtenidos de las otras
técnicas aplicadas para determinar la cuantificacién de mesofilos aerobios, identificacién de
enterobacterias e identificacion de bacterias anaerobias, de las cerdas y lechones durante la
lactancia y después del destete; en esta tabla se especifican, Unicamente los promedios de la
cuantificacion de UFC log/g y se hace un resumen de las bacterias identificadas en los grupos de

animales de forma general, tratados con las diferentes dietas.

En cuanto a todos los demas resultados, las tablas se muestran en el anexo de la Tabla9ala
Tabla 29 donde se explica la forma en que estan ordenadas, en estas podemos ver mas
ampliamente que logramos obtener a los Bacillus tanto en forma aérobica como anaerdbica;
también identificamos las enterobacterias, principalmente E. coli y Salmonella sp. , ademads de
algunas bacterias anaerdbicas como lo son los género Lactobacillus y Enterococcus, pertenecientes

a la flora normal del intestino de las cerdas y sus lechones.

Es importante hacer notar que en las Tablas 4y de la 9 a la 29 los resultados que se registran
acerca del conteo en placa de mesofilos aerobios solo se reportaron los de la dilucién 10 ® debido
a que en los resultados de las otras diluciones (0, 10 *, 10 ? ) en todos los casos fueron
"incontables”. Sin embargo, las placas con mas de 250 colonias no pueden ser contadas y son

designadas como “Incontables”.
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Tabla 4. Cuantificacion e Identificacion general de bacterias aerobias y anaerobias en cerdas y lechones.
Resumen y promedios generales de resultados obtenidos durante el desarrollo del experimento.

Identificacion de
NMP Mesofilos aerobios microorganismos
Diao . Grupo de anaerobios
fase Tratamiento animales # UFC Microorganismo
log/gde | UYF€? | Urca2s°c | identificado en AST AS
mtra. 35°C AMC
1 Cerdas 8.0 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Lactobacilos
1 Lechones |  --—--- Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
2 Cerdas 7.6 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
) 2 Lechones | - 179 140 S. parathyphi | Enterobacterias | Flora normal
Dla 0 3 Cerdas 8.0 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Lactobacilos
3 Lechones |  --—-- Incontables SC Enterobacterias | Lactobacilos
4 Cerdas 6.7 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
4 Lechones |  ----- 230 180 E. coli SC SC
1 8.5 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
Dia 2 8.4 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
14 3 Lechones 9.0 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
4 8.4 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
1 Cerdas 7.7 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
1 Lechones 9.2 Incontables 346 E. coli Flora normal Lactobacilos
2 Cerdas 6.5 154 44 pi'r;‘?ll;;/;hi Enterobacterias | Lactobacilos
Dia 2 Lechones 8.5 Incontables | Incontables E. coli Flora normal Flora normal
28 3 Cerdas 5.4 70 0 SC B. subtilis Flora normal
3 Lechones 8.3 Incontables | Incontables E. coli Flora normal Lactobacilos
4 Cerdas 6.7 Incontables | Incontables SC B. licheniformis | Flora normal
4 Lechones 8.7 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
1 3.6 Incontables | Incontables | S. parathyphi Lactobacilos Flora normal
Fase 2 Lechones 3.6 Incontables | Incontables E. coli Lactobacilos Flora normal
1 3 destetados 3.1 Incontables | Incontables e Lactobacilos | Flora normal
4 33 Incontables | Incontables E. coli Enterobacterias | Flora normal
1 2.6 Incontables 249 E. coli Enterobacterias | Lactobacilos
Fase 2 Lechones 2.4 Incontables 107 SC Lactobacilos Flora normal
2 3 destetados 3.0 Incontables 172 E. coli Enterobacterias | Lactobacilos
4 2.8 Incontables | Incontables SC Flora normal Lactobacilos
1 2.7 Incontables 145 E. coli Enterobacterias | Flora normal
Fase 2 Lechones 24 Incontables 75 SC Flora normal Lactobacilos
3 3 destetados 33 Incontables 41 e Flora normal Lactobacilos
4 2.6 Incontables 182 E. coli B. subtilis Flora normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey;
AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4=
S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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5.0 DISCUSION

Varias pruebas alimenticias han sido llevadas a cabo para evaluar los efectos de B. subtilis-B.
licheniformis y S. cerevisiae en las dietas para cerdas lactantes y lechones durante la lactancia y al

destete.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos proporcionan informacién sobre la actividad
inhibitoria de enterobacterias, en cerdas lactantes, producida por B. subtilis - B. licheniformis, S.
cerevisiage y la combinacién de ambos, en comparacion con un grupo control, Grafica 3;
pudiéndose observar asi una disminucion de enterobacterias, especificamente, durante la
lactacién en las cerdas, y analizando los datos observamos que en el tratamiento 3 en donde se
administré el probidtico con los Bacillus, es donde se encuentra una mayor disminucién de UFC

log/g de heces, de enterobacterias desde el dia 0 al dia 28 (destete).

Se desconocen muchos aspectos de los mecanismos de accién de los probidticos, parece que
éstos impiden a los microorganismos patdgenos colonizar el tracto digestivo, o al menos reducen
su concentracidn o su produccidn de toxinas. Los resultados de un estudio llevado a cabo sugiere
que los Bacillus spp., no son parte de la microbiota indigena y no colonizan de manera facil el
tracto intestinal. Eso indica que los productos de los Bacillus pueden competir por nutrientes, o
resultar en produccion de una sustancia antibacterial. Asimismo, se han registrado aumentos de
la concentracién de inmunoglobulinas en el tracto digestivo de cerdos tras la administracién de B.
subtilis, por lo que otro efecto de los probidticos podria ser la estimulacion del sistema
inmunolégico del animal. En forma general el resultado es que los animales que reciben estos
probidticos presentan un mejor estado de salud que se puede traducir en una mejora del
crecimiento (Rosen, 1995; Jonsson y Conway, 1992; Spriet et. al., 1987; Kornegay y Risley, 1996;
Freter, 1992; Hentges, 1992; Tam et. al., 2006).

Para el tratamiento 2 es importante resaltar, que no pudimos aislar la levadura de las
muestras obtenidas, esto es debido a que el medio no tenia las condiciones adecuadas, para el
crecimiento de esta, ya que cuando realizamos los cultivos trabajamos con un medio caduco, y en
posteriores cultivos del probidtico, que fueron realizados para determinar si la levadura tenia

actividad, se utilizarén medios mas recientes y en estos si pudimos aislar a S. cerevisiae, ademas
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sabemos que si tuvo una actividad inhibitoria en las cerdas y lechones porque hay un descenso en
el niumero de enterobacterias y segin Castellanos, al adicionar la levadura en la dieta de cerdas en
lactacién disminuye la frecuencia de diarrea en la camada, y favorece el desarrollo de mucosa
intestinal en los lechones durante la lactancia, estos resultados que reporta Castellanos
pertenecen a otros objetivos del mismo trabajo de investigacién que no fueron tratados en el
presente trabajo. En el caso del tratamiento 4, que contenia los Bacillus y la levadura, se
observan resultados constantes desde el dia 0 al 28, y no podemos determinar con certeza si hay

una disminucion de las UFC log /g de heces( Castellanos, 2008),

En la grafica 4, se registraron las UFC log/g de heces de la poblacion bacteriana del tracto
gastrointestinal, por tratamiento en lechones durante la lactancia donde no se nota una
inhibicion menor del crecimiento de enterobacterias, a excepcion del tratamiento 3 donde si se
puede observar una disminuciéon con respecto a los resultados obtenidos en el tratamiento
control, pero cabe destacar que segin Wang la alimentacion con el probidtico Bioplus 2B (B.
subtilis-B. licheniformis) en las dietas de cerdos en crecimiento ha mostrado tener menos o
respuestas negativas en el desarrollo, inmunidad e incremento en resistencia contra desérdenes
intestinales, en comparacion con cerdos jovenes. Para los tratamiento 2 y 4 se observa que en vez
de que haya una disminucién de enterobacterias hay un ligero incremento, al comparar con el
grupo control, pero se puede justificar este ultimo, ya que segun Swords, la colonizacién
bacteriana en el intestino de los lechones es extremadamente rapida y de acuerdo a la Grafica 1,
tiene su mayor poblacion bacteriana al dia 28, por lo tanto no se puede observar con claridad el
efecto, ademas las interacciones bacterianas involucran multiples mecanismos. Estos pueden
diferir de acuerdo con las especies de los huéspedes individuales y de la localizacién de las
poblaciones bacterianas en el intestino. Por otra parte, los efectos de los probidticos son mucho
mas acusados en las primeras semanas de vida de los animales, especialmente en el periodo
posterior al destete en el caso de los mamiferos (Wang, 2008; Swords, 1993; Cole 1984,

Committe, 1999).

En la segunda fase del experimento, representada en la grafica 5 encontramos que los
efectos producidos en los lechones después del destete por las dietas administradas durante las
etapas de alimentacién (formuladas para satisfacer los requerimientos de los lechones),

analizamos que en estas si se observa un efecto de inhibicion de enterobacterias, puesto que si
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vemos una disminucion de UFC log/g de heces para los tratamientos 1, 2y 4; en el tratamiento 1
se supone que deberia ser constante la cantidad de bacterias, pero esta disminuciéon se puede
deber a que en las heces de los otros lechones sometidos a los diversos tratamientos se
encuentren presentes los Bacillus o la levadura, y recientes evidencias, indican que B. subtilis
puede completar su ciclo de vida entera dentro del tracto intestinal yendo de espora a célula
vegetal y esporularse de nuevo, y de esta manera pueden estar contaminando los alimentos del
tratamiento 1 a través de las esporas, considerando que la bacteria es encontrada en heces,
entonces no es sorprendente que produzca un efecto de inhibicién en los cerdos del tratamiento

control (Tam, 2006; Hong, 2004 y 2005).

En cuanto a los tratamientos 2 y 4, que contienen S. cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis
con S. cerevisiae, si hay una inhibicidon del crecimiento de enterobacterias, con respecto a los
bacilos ya se explicaron anteriormente algunos de los mecanismos de inhibicién, pero con
respecto a la levadura, ésta tiene la capacidad de producir antibidticos naturales, acido acético,
acido lactico y acido férmico en el tracto gastrointestinal, en concentraciones que no pueden
tolerar los microorganismos causantes de enfermedades; ademas ataca la capsula protectora de
algunos microorganismos patégenos, aumentando su vulnerabilidad a la accién de defensas
naturales. Todo esto hace que el ambiente del tubo digestivo sea menos propicio para los agentes
infecciosos especialmente de los que requieren oxigeno; ademas agotan el suministro de ciertos
elementos esenciales para la existencia de bacterias dafiinas. Este efecto bacteriostatico sobre la
poblacién bacteriana patégena permite incrementar la poblacién microbiana normal, asi como
mantener un pH estable en el tracto gastrointestinal y reducir la tasa de mortalidad por problemas
gastrointestinales; también mejora la conversién alimentaria, aporta enzimas como amilasas,
proteasas y lipasas ausentes en la microflora intestinal del animal joven, incrementando la
digestibilidad de la racién, especialmente en lo referente a proteina asimilable, utilizacion del

almiddn y el aprovechamiento de la energia de los lipidos.

Por estas razones al adicionarla en la dieta de los animales, la levadura ejerce acciones
cataliticas que potencializan los procesos fisiolégicos del aparato digestivo, favorece la eliminacidn
e inhibicion de algunos factores que hacen mas lento el desarrollo, ademas de que estimulan la
mitosis celular; por lo tanto si es suministrada diariamente, el cerdo puede obtener mejores

resultados en la eficiencia alimenticia (Garcia, 2000).
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La variacién en los resultados de estos estudios para el tratamiento 3 de la grafica 5, puede
ser atribuido a varios factores como, la dosis del los Bacillus, la composicidn de su dieta, forma de
alimentacién y la interaccion con otros animales; ademdas las estrategias de administracion

probidtica pueden también impactar los efectos el probidtico (Wang, 2008).

También la aplicacidn de bacterias probidticas que son producidas industrialmente
v e .
in vivo”, frecuentemente generan resultados muy variables. Un probidtico, el cual
es efectivo en unacamada en particular, podria no ser efectivo en otras. El tipo de
probidtico escogido podria haber perdido potencia de alguna forma. Esto ha llevado a cierto
grado de escepticismo de parte de grandes sectores agropecuarios y de las comunidades
veterinarias, en lo que se refiere al valor real de las bacterias probidticas en la industria

porcina.

De acuerdo a lo analizado anteriormente en el presente trabajo, si se logré cumplir con el
objetivo, que es observar si hay un efecto de inhibicion de enterobacterias, al adicionar S.
cerevisiae, B. subtilis-B. licheniformis y la combinaciéon de ambos en las dietas, pero es importante
continuar con las investigaciones en este campo para tratar de identificar claramente los
mecanismos de accion de los probidticos, e identificar las condiciones dptimas para su empleo,
para que presenten un mayor efecto, ademads se considera que puede ser evaluado de nuevo
para poder demostrar la eficacia de estos probidticos, determinando cuales son las condiciones de
prueba éptimas para demostrar el efecto, ya que como se menciond anteriormente, existen
muchas variantes como lo son: las categorias de animales a quien va dirigido el estudio, (raza,
edad, sexo, etc.), la composicion del aditivo, propiedades quimicas y bioldgicas,
incompatibilidades con otros ingredientes alimenticios , dosificacidn, etc., que no dejan que el
efecto se observe de una manera mas clara, pero que si existe, entonces seria importante analizar
a detalle estas condiciones y determinar cuales son los puntos clave para obtener mas beneficios

y mejorar el desempeiio de estos productos.
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Es conveniente seguir las investigaciones con respecto al uso de S. cerevisiae y B. subtilis-B.
licheniformis como probioticos para incluirlas en este tipo de productos, ya que aqui se comprobd
que si inhiben el crecimiento de la E. coli, pero podria realizarse un estudio para comprobar si las
bacterias entre ellas tienen un efecto antagénico con respecto a las otras. Aunque existen

variantes se tendrian que aclarar en futuros experimentos.
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6.0 CONCLUSIONES

La adicion de Saccharomyces cerevisiae, como de Bacillus subtilis -Bacillus licheniformis o la
combinacion de estos, en la dieta de cerdas y lechones durante la lactancia, modificé la cantidad

de enterobacterias (UFC log/g de heces), en el intervalo del dia O al dia 28 (destete).

La adicion de Saccharomyces cerevisiae, como de Bacillus subtilis -Bacillus licheniformis o la
combinacion de estas, en la dieta de lechones durante las diferentes fases de alimentacion en el

destete disminuye la cantidad de enterobacterias en heces.

Se confirmé la presencia de los probidticos Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, también la
identificacion de bacterias aerobias y anaerobias pertenecientes a la flora normal aisladas en los

cultivos bacteriologicos.

Se considera a los probidticos como la mejor opcidn para la prevenciéon de la diarrea, ya que
no agreden las condiciones éptimas del intestino y no causan una disminucién en el peso de los
animales, asi como también se ha demostrado que contribuyen a una mejor absorcion de los
nutrientes y todo esto se manifiesta como una mayor resistencia a las bacterias patégenas. Al
controlar los cuadros de esta enfermedad las pérdidas econdmicas disminuirian

considerablemente.

52



7.0 ANEXO

7.1 Tablas del contenido de dietas para la alimentacion de cerdos y lechones en
experimentacion. En este apartado se muestran las tablas de la 4 a la 7, especificando el
contenido del alimento para los diferentes grupos de animales y fases del experimento, las cuales
estdn formuladas para satisfacer sus necesidades nutricionales; la tabla 4 muestra la dieta a la que
fueron sometidos los cerdos hembra durante la lactancia, y de la tabla 5 a la 7 se especifica la

dieta administrada a los lechones después del destete.

Tabla 5. Dieta administrada a las cerdas durante la lactancia.

Ingredientes Tl T2 T3 T4
SORGO 582,780 579,780 582,780 579,280
SOYA, PASTA 46% 230,800 230,800 230,800 230,800
AZUCAR 50,000 50,000 50,000 50,000
SEBO 46,800 46,800 46,800 46,800
MELAZA, CA-80BRX 30,000 30,000 30,000 30,000
ORTOFOSFATO 19,600 19,600 19,600 19,600
CANOLA, PASTA-36 18,400 18,400 18,400 18,400
CALCIO-CARBONATO 7,600 7,600 7,600 7,600
SAL,NACI-I 4,000 4,000 4,000 4,000
Vitaminas pmx U-058 3,000 3,000 3,000 3,000
L-LISINA.HCI 2,220 2,220 2,220 2,220
Vitaminas pmx U-059 2,000 2,000 2,000 2,000
L-TREONINA 1,550 1,550 1,550 1,550
Minerales pmx U-060 0.800 0.800 0.800 0.800
DL-METIONINA 0.450 0.450 0.450 0.450
Levadura Procreatin-7 0.000 3,000 0.000 3,000
Bioplus 2 0.000 0.000 0.500 0.500
TOTAL 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0

TI= Dieta control; T2 = Dieta control + S. cerevisiae; T3 = Dieta control + B. licheniformis y B. subtilis;T4= Dieta
control + S. cerevisiae, B. licheniformis y B. subtilis
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Tabla 6. Dieta administrada a los lechones destetados fase 1.

Ingredientes T1 T2 T3 T4
SORGO 395.20 392.20 394.70 391.70
SUERO DE LECHE 270.00 270.00 270.00 270.00
PASTA DE SOYA 190.00 190.00 190.00 190.00
SEBO 63.00 63.00 63.00 63.00
PLASMA ADH 40.00 40.00 40.00 40.00
ORTOFOSFATO 12.70 12.70 12.70 12.70
CALCIO- CARBONATO 5.70 5.70 5.70 5.70
L-LISINA 5.70 5.70 5.70 5.70
SAL 4.00 4.00 4.00 4.00
OXIDO DE ZINC 4.00 4.00 4.00 4.00
Vitaminas U-058 2.40 2.40 2.40 2.40
L-TREONINA 2.20 2.20 2.20 2.20
Vitaminas U-059 2.00 2.00 2.00 2.00
DL-METIONINA 1.90 1.90 1.90 1.90
Minerales 060 1.20 1.20 1.20 1.20
PROCREATIN 7 0.00 3.00 0.00 3.00
BIOPLUS 2B 0.00 0.00 0.50 0.50
TOTAL 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0

TI= Dieta control; T2 = Dieta control + S. cerevisiae; T3 = Dieta control + B. licheniformis y B. subtilis;T4= Dieta

control + S. cerevisiae, B. licheniformis y B. subtilis

Tabla 7. Dieta administrada a los lechones destetados fase 2.

Ingredientes T1 T2 T3 T4
SORGO, GRANO 9% 582,780 579,780 582,780 579,280
SOYA, PASTA 46% 230,800 230,800 230,800 230,800
LECHE, SUERO DSH 50,000 50,000 50,000 50,000
SEBO 46,800 46,800 46,800 46,800
ORTOFOSFATO 30,000 30,000 30,000 30,000
CALCIO-CARBONATO 19,600 19,600 19,600 19,600
L-LISINA.HCI 18,400 18,400 18,400 18,400
SAL,NACI-I 7,600 7,600 7,600 7,600
ZN O Oxido de Zinc 4,000 4,000 4,000 4,000
DL-METIONINA 3,000 3,000 3,000 3,000
L-TREONINA 2,220 2,220 2,220 2,220
VITAMINAS 2,000 2,000 2,000 2,000
Vitaminas 058 1,550 1,550 1,550 1,550
MINERALES 0.800 0.800 0.800 0.800
PROCREATIN 7 0.000 3,000 0.000 3,000
BIOPLUS 2B 0.000 0.000 0.500 0.500
TOTAL 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0

TI= Dieta control; T2 = Dieta control + S. cerevisiae; T3 = Dieta control + B. licheniformis y B. subtilis;T4= Dieta

control + S. cerevisiae, B. licheniformis y B. subtilis.
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Tabla 8. Dieta administrada a los lechones destetados fase 3.

Ingredientes cl CL CcB CLB
SORGO, GRANO 9% 679,380 675,880 678,880 675,380
SOYA, PASTA 46% 230,000 230,000 230,000 230,000
SEBO 45,800 45,800 45,800 45,800
ORTOFOSFATO 17,400 17,400 17,400 17,400
CALCIO-CARBONATO 10,100 10,100 10,100 10,100
SAL,NACI-I 4,000 4,000 4,000 4,000
L-LISINA.HCI 3,310 3,310 3,310 3,310
ZN O Oxido de Zinc 3,000 3,000 3,000 3,000
L-TREONINA 2,250 2,250 2,250 2,250
VITAMINAS 2,000 2,000 2,000 2,000
MINERALES 2,000 2,000 2,000 2,000
DL-METIONINA 0.630 0.630 0.630 0.630
ENDOX 0.130 0.130 0.130 0.130
PROCREATIN 7 0.000 3,500 0.000 3,500
BIOPLUS 2B 0.000 0.000 0.500 0.500
TOTAL 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0

TI= Dieta control; T2 = Dieta control + S. cerevisiae; T3 = Dieta control + B. licheniformis y B. subtilis;T4= Dieta
control + S. cerevisiae, B. licheniformis y B. subtilis

7.2. Tablas de cuantificacidn e identificacidon de bacterias aerobias y anaerobias en heces fecales
determinados a través de cultivos bacterioldgicos en cerdos hembra y lechones durante la
lactancia y después del destete. A continuacion se describen las tablas de resultados obtenidos a
partir de la aplicacidn de las diferentes técnicas de cultivos bacterioldgicos para la cuantificacién e

identificacion de bacterias, ademas de la confirmacién de los probidticos en heces fecales.
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7.2.1 Tablas de resultados de cerdos hembra del dia 0 y 28 tratados con las diferentes dietas. De la tabla 9 a la 1 se reportan los resultados de
las muestras del dia 0 de los cerdos hembra, cada tabla representa una parte de las cerdas tratadas y estas estan divididas en 3 bloques; los

datos obtenidos de la muestra del dia 28 estan reportados de la tabla 12 a la 14.

Tabla 9. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 0 durante la lactancia, bloque 1
(Fecha: 15/11/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . .
Tratamiento Peso microorganismos en Anaerobiosis
mtra (g) : :
UFC/g de 352C UFC 252C UFC Microorganismo AMC AST AS
mtra. Identificado
T1 1.03 2.5x 10’ Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Lactobacilos
T1 1.01 1.5x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal y
Lactobacilos
T2 1.05 5.0x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
T2 1.01 1.5 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
T2 10.2 4.6x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T3 1.03 3.3x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
T3 1.09 9.8 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Lactobacilos
FI N |
T3 1.02 2.7x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orn?a y
Lactobacilos
T4 1.06 1.5x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
T4 1.01 2.1x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 10. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 0 durante la lactancia, bloque 2
(Fecha: 19/12/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . .
Tratamiento | Peso mtra (g) microorganismos en Anaerobiosis
& UFC/g de Identificacion
352C UFC 252C UFC . AMC AST AS
mtra. de mesofilos
T1 1.07 9.8 x 10° Incontables 89 SC E. coli Enterobactgrlas y Enterobactgrlas y
Lactobacilos Lactobacilos
Enterobacterias Flora Normal,
T1 1.05 5.0x 10° 130 82 SC E. coli . y Enterobacterias y
Lactobacilos .
Lactobacilos
T1 1.06 1.5x 10° Incontables 160 SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T1 1.06 1.5x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
p) 1.03 2.5x10° 179 140 sc E. coli Enterobacterias | Cnieropacteriasy
Lactobacilos
T2 1.06 2.1x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T2 1.06 1.3x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T3 1.06 2.1x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias SC
T3 1.1 6.5 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobact(?rlas ¥ Enterobactgrlas y
Lactobacilos Lactobacilos
T3 1.01 9.7x10’ Incontables Incontables SC E. coli SC SC
T4 1.02 6.5 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T4 1 2.1x10’ 57 48 SC SC SC SC
E i E i
T4 1.12 2.6x10’ Incontables Incontables SC E. coli nterobactgrlas y nterobactérlas y
Lactobacilos Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 11. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 0 durante la lactancia, bloque 3
(Fecha: 22/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma la
presencia de los probicticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
() Identificacion de
UFC/g de mtra. 352C UFC 252C UFC . AMC AST AS
mesofilos

T1 1,2 2.4x10° 88 96 SC sc Lactobacilos Lactobacilos

T1 1 9.8 x 10° Incontables 10 SC SC Flora Normal y Flora Normal y
Lactobacilos Lactobacilos

T2 1,06 8,8 x 10° Incontables 40 SC E. coli Lactobacilos Lactobacilos

p) 1,01 9.8x 10’ Incontables 45 sc E. coli Enterobacteriasy | Enterobacteriasy
Flora Normal Flora Normal

2P 1,012 6.6 x 10° 154 44 sc sc Flora Normaly | Flora Normal'y
Lactobacilos Lactobacilos

T3 1,03 2.4x10° Incontables 30 SC SC Lactobacilos Lactobacilos

T3 1,3 1.5x 107 Incontables 37 sc sc Flora Normal y | Flora Normaly
Lactobacilos Lactobacilos

7 Flora Normal y .

T3 1,02 1.6x10 17 8 SC sc . Lactobacilos
Lactobacilos

T4 1,1 1.5x 10° 27 3 SC SC Lactobacilos SC

T4 1,01 1.5 10° 26 31 sc E. coli Flora Normaly | Flora Normaly
Lactobacilos Lactobacilos

T4 0,96 5.0 x 10° Incontables 128 sc E. coli Flora Normaly | Flora Normal'y
Lactobacilos Lactobacilos

T4 1 0 63 14 SC sc SC Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 12. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 28 durante la lactancia, bloque 1
(Fecha: 07/12/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacion de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . .
Tratamiento Peso microorganismos en Anaerobiosis
mtra (g) F Mi i
UFC/g de 359C UFC 259C UFC \croorganismo AMC AST AS
mtra. Identificado
T1 1.03 9.8 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T1 1.02 2.6x 10° Incontables Incontables SC E. coli SC Flora Normal
L il
T2 1.02 9.8x 10’ Incontables Incontables SC S. paratyphiy E. coli | Enterobacterias actobaci os.y
Enterobacterias
T2 1.05 0 23 0 SC sc SC Lactobacilos
L il
T2 1.03 9.8 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias actobaci os.y
Enterobacterias
B. subtilis y B. . .
T3 1.03 2.5x10° Incontables Incontables . su .’ sy . sc Genero Bacillus Lactobacilos
licheniformis
B. ili B. Fl N |
T3 1.02 3.4x 10’ Incontables Incontables .SUbt{ sy . E. coli Genero Bacillus ora orma. v
licheniformis Enterobacterias
T3 1.02 0 4 0 SC sc SC Flora Normal
T4 1.07 6.6 x 10° Incontables Incontables B.' subt./I/s y B E. coli Genero Bacillus Lactobacﬂos.y
licheniformis Enterobacterias
B. subtilis v B Flora Normal,
T4 1.15 9.8 x 10’ Incontables Incontables ; , y i E. coli Genero Bacillus | Enterobacterias
licheniformis

y Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 13. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 28 durante la lactancia, bloque 2
(Fecha: 17/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . .
Tratamiento | Peso mtra (g) microorganismos en Anaerobiosis
& UFC/g de Identificacion
352C UFC 252C UFC . AMC AST AS
mtra. de mesofilos
T1 1.02 6.5x 10 Incontables 0 SC SC Lactobacilos Flora NorrTmaI ¥
Lactobacilos
T1 1.09 9.0x 10° Incontables g sC sC Lactobacilos Enterobacterias
1 1.28 2.7x10 0 0 sC sc Enterobacteriasy | 0 o\ ormal
lactobacilos
T 1.01 43x10’ 112 0 sc sc Llactobacilos | ora Normaly
Lactobacilos
T2 1.09 2.6x10’ 43 22 SC SC SC Enterobacterias
p) 1.03 2.0x10° 0 0 sc sc lactobacilos | lora Normaly
Lactobacilos
v 1.01 9.8x 10° 98 3 sC sC Flora Normal'y | - Flora Normaly
Lactobacilos Lactobacilos
T3 1.07 0 0 0 SC SC Flora Normal SC
T3 1 2.1x10° 70 0 sc sC Enterobacteriasy | | . topacilos
lactobacilos
T3 1.06 4.6 x 10° Incontables Incontables SC E. coli SC SC
T4 1.02 0 0 0 SC SC Lactobacilos Lactobacilos
T4 1.02 2.1x10° Incontables 4 SC sc Lactobacilos Lactobacilos
T4 1.04 1.3x 10° 0 0 SC sc Lactobacilos Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 14. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de cerdos hembra del dia 28 durante la lactancia, bloque 3
(Fecha: 20/02/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacion de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios . . .
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
(&) UFC/gdemtra. | 35ecUFC | 2securc | 'dentificacion de AMC AST AS
mesofilos
T1 1,12 9.8x 10’ Incontables | Incontables SC SC Flora Normal y SC
Lactobacilos
T1 1,09 1.5x 10° Incontables | Incontables SC SC Flora NorrTmaI v Flora Normal y
Lactobacilos Lactobacilos
Flora N I
T2 1,05 6.5 x 10 Incontables | Incontables SC E. coli SC ora orma. y
Enterobacterias
T2 1,03 4.6x10 Incontables 40 B. subtilis E. coli Flora Normal SC
T2 1,3 2.8x10’ Incontables | Incontables B. subtilis SC Flora Normal SC
T3 1,01 4.6 x10° Incontables 21 B.' SUbt.I/IS y B SC Flora Normal Lactobacilos
licheniformis
B. subtilis y B.
T3 1 3,8 x 10° Incontables 25 SUBHAS Y E sC sC sC
licheniformis
6 . . . Flora Normaly Flora Normal y
T3 1,02 9.8x 10 Incontables 100 B. licheniformis SC . .
Lactobacilos Lactobacilos
T4 1,03 4.6x10° Incontables 115 B.' SUbt.IhS y B SC Flora Normal SC
licheniformis
B. ilis y B.
T4 1,1 1.6 x 10’ Incontables | Incontables . SUbt.l sy . E. coli Enterobacterias SC
licheniformis
B. ilis y B. .
T4 1,06 1.6 x 10’ Incontables | Incontables . SUbt./hS y . E. coli Flora Normal. y Flora Normal
licheniformis Enterobacterias
FI N I Flora N I
T4 1 6.6 x 10° Incontables | Incontables B. licheniformis SC ora hormaty ora hormaty

Lactobacilos

Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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7.2.2 Tablas de resultados de lechones del dia 0, 14 y 28 durante la lactancia. De la tabla 15 a la 17 se reportan los resultados de las muestras

del dia 0 de los lechones durante la lactancia, en estas tablas no se reporta las UFC debido a que la muestra no fue suficiente y fue tomada con

isopo, cada tabla representa una parte de los lechones y estos estan divididos en 3 bloques; los datos obtenidos de la muestra del dia 14 estan

reportados de la tabla 18 a la 20; asi mismo en de la tabla 21 a la 23 reporta los resultados de la muestra del dia 28.

Tabla 15. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 0, “isopo” durante la lactancia, bloque 1
(Fecha: 15/11/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacion de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios . . L
Peso microorganismos en Anaerobiosis
Tratamiento - "
mtra (g) UFC/g de Microorganismo
352C UFC 252C UFC AMC AST AS

mtra. Identificado
T1 | e | e 3 0 sc SC sC Flora Normal
B 5 T L — Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
™ | e | 20 4 sc sC sc Flora Normal
T2 | e | e 23 21 sC sC sC Flora Normal
T2 | - | 4 2 e Ne SC SC
3 | e | Incontables Incontables e E. coli Enterobacterias Flora Normal
T3 | e | 6 3 e e e Flora Normal
T3 | e | 5 2 sc SC sc SC
T4 | e | 230 180 e e sc Flora Normal
T4 | e | 0 0 Yo SC SC SC

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 16. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 0, “isopo” durante la lactancia, bloque 2
(Fecha: 19/12/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma
la presencia de los probicdticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios microorganismos en Anaerobiosis
Tratamiento | Peso mtra (g)

U'::t/ & f"e 352C UFC 259C UFC '::':::S?f‘:;gg AMC AST As
2 3 A S L — Incontables 40 e SC SC SC
1 | | 4 1 e E. coli SC SC
LN R Incontables Incontables sc E. coli Enterobactgrias Enterobacterias

y lactobacilos

1 | e | 110 86 sc sc SC SC
L e Incontables Incontables sc E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
L e Incontables Incontables sc E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T | e | 34 30 sc sSC SC SC
L1 T B Incontables Incontables sc E. coli Enterobacterias | Enterobacterias
T3 | e | 11 3 sc sSC SC SC
T3 | e | e 3 0 Yo sc SC SC
T4 | e | 0 0 e SC SC SC
T4 | e | 0 0 e SC SC SC
T4 | e | Incontables Incontables e E. coli Enterobacterias | Enterobacterias

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar
Sangre; T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 17. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 0, “isopo” durante la lactancia, bloque 3
(Fecha: 22/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se
confirma la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios . . .
. Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
Tratamiento (&)
UFC/gdemtra. | 35ecUFC | 2secupc | 'dentificacion de AMC AST AS
mesofilos
. Flora Normal y .
8 5 (U R — 84 95 e E. coli . Enterobacterias
Enterobacterias
1 | e | 2 SC sC e e SC
FloraN |
L e B 2 SC SC E. coli Flora Normal ora OrrT1a y
Lactobacilos
T | | SC SC e e SC SC
T | | 8 4 sC SC SC Flora Normal
T3 | e | SC SC e SC Flora Normal. ¥ SC
Enterobacterias
T3 | | SC SC sc SC Lactobacilos Lactobacilos
3 | | SC SC sc SC SC Flora Normal
T4 | e | 73 82 sc E. coli Enterobacterias Flora Normal
. Flora Normal y Flora Normal y
B 1 e (R — 20 13 SC E. coli Lactobacilos Lactobacilos
T4 | e | e sC sC SC SC SC Lactobacilos
, Flora Normal y
17 - Incontables 126 sc E. coli Flora Nomal

Enterobacterias

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 18. Cuantificacion e identificacién de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 14, durante la lactancia, bloque 1 (Fecha:
30/11/07). Registro del UFC log/qg de heces, Mésofilos aerobios, Identificacion de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma la
presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . biosi
Tratamiento Peso mtra microorganismos en Anaerobiosis
(8) - -
UFC/gdemtra. | 35°CUFC | 2s5ecupc | Microorganismo AMC AST AS
identificado
T1 0.98 5.0x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
. . FI N |
T1 1.04 4.9x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora °m."a ¥
Lactobacilos
FI N |
T2 1.01 3.4x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora Om.‘a y
Lactobacilos
FI N |
T2 1.01 2.0x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orma y
Lactobacilos
. . FI N |
T2 1.01 2.0x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora or.ma
Lactobacilos
T3 0.87 2.8x10° Incontables | Incontables B. licheniformis E. coli Enterobacterias Flora Normal
T3 0.73 4.6x 10" Incontables | Incontables B. subtilis E. coli Enterobacterias y Lactobacilos
T3 1.01 1.6 x 10" Incontables | Incontables B. subtilis E. coli Enterobacterias y Lactobacilos
T4 0.68 3.4x10° Incontables | Incontables B. subtilis E. coli Enterobacterias Flora Normal
T4 0.22 1.4 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 19. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 14, durante la lactancia, bloque 2 (Fecha:
17/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacion de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma la
presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
(g) UFC/g de Identificacion de
352C UFC 252C UFC . AMC AST AS
mtra. mesofilos
T1-14 1.01 9.7x10’ Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T1-14 1.01 2.1x10’ Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T1-14 1.01 1.5x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias SC
FI N |
T1-14 1.06 9.8x 10° 27 0 sC E. coli inactiva Enterobacterias ora vorma''y
Enterobacterias
T2-14 1 4.6x10" Incontables | Incontables SC E. coli inactiva Enterobacterias Flora Norma! y
Enterobacterias
T2-14 1.09 1.3x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Norma! v
Enterobacterias
T2-14 1.07 6.5x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T3-14 1.01 2.4x10° 0 0 SC SC Flora Normal Flora Normal
T3-14 1.14 4.6x 10" Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! y Enterobacterias
Enterobacterias
FI N |
T3-14 1.6 9.8 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli ora orma‘ y Enterobacterias
Enterobacterias
FI N |
T4-14 1.03 6.5 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orma. v
Enterobacterias
FI N |
T4-14 1.07 1.3x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orma. v
Enterobacterias
T4-14 1.02 7.4x 10’ 0 0 SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS=Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.

66




Tabla 20. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 14 durante la lactancia, bloque 3
(Fecha: 06/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacidn de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se
confirma la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
(&) UFC/gdemtra. | 35ecUFC | 2securc | 'dentificacion de AMC AST AS
mesofilos
T1 1,03 2.6x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacteriasy | Enterobacteriasy
Flora Normal Flora Normal
E i E i
T1 1,13 4.6x 10° Incontables | Incontables SC E. coli nterobacterias y nterobacterias y
Flora Normal Flora Normal
E i E i
T2 1,04 2.6x10° Incontables | Incontables SC E. coli nterobacteriasy nterobactgrlas y
Flora Normal Lactobacilos
. FI N |
T2 1 2.6x10° Incontables | Incontables SC SC Enterobacterias ora °m."a y
Lactobacilos
. Ent bacteri
T2 1,06 5.4x10’ Incontables | Incontables SC SC Enterobacterias nerobac grlas y
Lactobacilos
T3 1,07 9.8 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacteriasy | Enterobacteriasy
Flora Normal Flora Normal
T3 1,06 2.1x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T3 1,03 2.6x10° 260 Incontables SC SC sc SC
E i Fl N |
T4 1,09 6.6 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli nterobacteriasy ora O"T’a 4
Flora Normal Lactobacilos
E i E i
T4 1.4 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli nterobacterias y nterobacterias y
Flora Normal Flora Normal
Ent bacteri Ent bacteri
T4 0,98 1.2x10° Incontables | Incontables SC E. coli nterobacteriasy nterobacteriasy
Flora Normal Flora Normal
Enterobacterias Enterobacterias
T4 1,02 43x10° Incontables | Incontables SC E. coli lasy Y
Flora Normal Flora Normal

NMP = Numero mas probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar
Sangre; T1= Grupo Control; T2= S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 21. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 28 durante la lactancia, bloque 1 (Fecha:
07/12/07). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma la
presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Peso microorganismos en Anaerobiosis
Tratamiento " "
mtra (g) UFC/g de Microorganismo
352C UFC 252C UFC AMC AST AS
mtra. Identificado

T1 1 2.6x10° Incontables Incontables SC E. coli Flora Norma! y Flora Normal ¥
Enterobacterias Lactobacilos
FI N I

T1 0.46 4.6x10° Incontables Incontables SC E. coli ora orma. y Flora Normal
Enterobacterias

T2 0.23 6.6 x 10° Incontables 346 SC SC Enterobacterias Flora Normal

T2 0.7 49x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal

T2 0.66 9.8 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Flora Norma.l y Lactobacilos
Enterobacterias

T3 0.87 1.4 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal

T3 0.97 5.0x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal

T3 0.89 4.6 x 10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias

FI N | FI N |

T4 0.45 5.0x 10° Incontables Incontables B. subtilis S. sonnei ora orma. y ora orr.na ¥
Enterobacterias Lactobacilos

T4 0.91 2.6x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 22. Cuantificacion e identificacién de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 28 durante la lactancia, bloque 2 (Fecha:
17/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se confirma la
presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
(g) UFC/g de Identificacion de
352C UFC 252C UFC X AMC AST AS
mtra. mesofilos
T1 1.01 2.5x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! v Flora Norma! v
Enterobacterias Enterobacterias
FI N |
T1 1.02 1.5 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orma. y
Enterobacterias
T1 1.02 4.6x10° Incontables | Incontables SC SC SC SC
T1 1.06 4.6x 10" Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! y Flora Norma! v
Enterobacterias Enterobacterias
T2 1.08 1.5 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! y Flora Norma! v
Enterobacterias Enterobacterias
T2 1.06 4.6x10° Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! v Flora Norma! y
Enterobacterias Enterobacterias
T2 1.12 1.5x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T3 1.04 2.5x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Flora Norma! y Flora Norma! v
Enterobacterias Enterobacterias
T3 1.06 9.0x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
FI N |
T3 1.03 4.6x10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias ora orma y
Lactobacilos
FI N |
T4 1.07 9.8x10° 42 2 sc E. coli Enterobacterias ora vormaly
Enterobacterias
Ent bacteri
T4 1.03 5.0x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Enterobacterias nerobac e.rlas
y Lactobacilos
T4 1.01 2.5x 10’ 217 162 SC SC Flora Normal Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS=Agar Sangre;
T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 23. Cuantificacion e identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones del dia 28 durante la lactancia, bloque 3
(Fecha: 06/01/08). Registro del UFC log/g de heces, Mésofilos aerobios, Identificacién de enterobacteria y microorganismos anaerdbicos, ademds se
confirma la presencia de los probidticos B. subtilis-B. licheniformis.

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios R . ..
Tratamiento Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
(&) UFC/gdemtra. | 35ecUFC | 2securc | 'dentificacion de AMC AST AS
mesofilos
T1 1 9.8 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli Flora Normal. y Flora Normal
Enterobacterias
9 . Flora Normal y Flora Normal y
T1 0,2 5.4x10 Incontables | Incontables SC E. coli . .
Enterobacterias Enterobacterias
FI N |
T2 1 2.1x10° Incontables | Incontables B. subtilis SC ora orma. Y Lactobacilos
Enterobacterias
T2 1 1.5x 10’ Incontables | Incontables B. subtilis SC Flora Normal Flora Normal
T2 1,2 3.4x10° Incontables | Incontables B. subtilis E. coli Flora Normal. ¥ Flora Normal. y
Enterobacterias Enterobacterias
T3 1 43x10 Incontables | Incontables SC E. coli Enterobact(?rlas Y Enterobactgrlas y
Lactobacilos Lactobacilos
T3 0,6 1.6 x 10° Incontables | Incontables B.' SUbt.IIIS y B SC Flora Normal Flora Normal y
licheniformis Lactobacilos
FI N |
T3 0,7 4.6 x 10° 60 40 B. licheniformis SC Flora Normal ora °”f‘a 4
Lactobacilos
FI N | FI N |
T4 0,5 1.6 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli ora orma. v ora orma. y
Enterobacterias Enterobacterias
FI N | FI N |
T4 0,2 1.5 x 10° Incontables | Incontables SC E. coli ora orma. ¥ ora orma. y
Enterobacterias Enterobacterias
FI N | FI N |
T4 1,01 1.6 x 10"° Incontables | Incontables SC E. coli ora orma. ¥ ora orma. y
Enterobacterias Enterobacterias
T4 1 6.3 x 10° Incontables | Incontables SC SC Flora Normal y Flora Normal y

Lactobacilos

Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo
Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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7.2.3 Tablas de resultados de lechones destetados durante las 3 fases de alimentacion. En este apartado las tablas 23 a la 25 corresponde a el
primer bloque de lechones destetados durante las 3 fases de alimentacién con los probioticos; los resultados obtenidos del segundo bloque los

contienen las tablas de la 25 a la 28.

Tabla 24. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones destetados de la 1° fase del primer bloque (Fecha:

20/02/08)

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios . X L
Tratamiento Peso mtra (g) microorganismos Anaerobiosis
UFC/g de mtra. 352C UFC 252C UFC Identificacion de mC AST AS
mesofilos
T1 0.99 9.8x10° Incontables Incontables Sc E. coli Flora Normal Flora Normal
T1 11 3.4x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli Flora Normal Flora Normal
T1 1.06 3.4x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli Flora Normal Flora Normal
Flora N | FloraN |
T1 1.04 3.4x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli ora °'”_‘a Y ora °m.’a v
Lactobacilos Lactobacilos
T2 0.54 1.6 x 10° Incontables Incontables Sc E. coli Flora Normal Flora Normal
T2 1.12 9.8x10 Incontables Incontables B. subtilis E. coli Flora Normal Y Flora Normal y
Lactobacilos Lactobacilos
T2 1.11 4.6x10° Incontables Incontables B. subtilis E. coli Flora Normal Flora Normal
Flora N | FloraN |
T3 0.93 5.4x10° Incontables Incontables B. licheniformis SC ora °”T‘a Y ora orma 4
Lactobacilos Lactobacilos
T3 0.9 2.1x10° Incontables Incontables B. subtilis E. coli Flora Norma! v Flora Norma! Y
Enterobacterias Enterobacterias
T3 0.96 1.5x10 Incontables 180 SC Ne Flora Normal Flora Normal
T3 0.88 9.8 x 10’ Incontables Incontables SC E. coli Flora Norma! Y Flora Norma! Y
Enterobacterias Enterobacterias
T3 0.95 2.6 x10° Incontables Incontables B. subtilis E. coli Flora Norma! Y Flora Norma! v
Enterobacterias Enterobacterias
Flora N | FloraN |
T4 1 5.4x10° Incontables Incontables B. subtilis E. coli ora orma‘ v ora orma- v
Enterobacterias Enterobacterias
T4 11 5.9x10° 130 103 B. licheniformis SC Sc Flora Normal
B. subtilis y B. Flora N | FloraN |
T4 1.03 3.4x10° Incontables Incontables . su .I sy . E. coli ora orma. Y ora orma. v
licheniformis Enterobacterias Enterobacterias
T4 1.11 1.4 x 10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli Enterobacterias Flora Normaly
T4 1 3.8x10° 70 50 B. licheniformis Ne Ne Ne

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S. cerevisiae;
T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 25. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones destetados de la 2° fase del primer bloque

(Fecha: 04/03/08)

Identificacion de

NMP Mesofilos Aerobios . . Identificacién de Microorganismos en Anaerobiosis
Tratamiento Peso mtra microorganismos
(g) . gs . s
UFC/g de 352C UFC 252C UFC |dentificacién de MC AST AS
mtra. mesofilos
T1 0.98 4.6x10 Incontables 403 N N Lactobacilos Lactobacilos
T1 1.02 6.2x 10’ Incontables 411 sc sc Flora Normaly Lactobacilos
Lactobacilos
T1 11 6.2x 10 Incontables 15 sc sc Flora Normaly Flora Normal
Lactobacilos
T1 1.05 2.5x10° Incontables Incontables SC SC Sc Flora Normal y Lactobacilos
T2 0.87 4.6 x10 Incontables 25 Ne Ne Lactobacilos Lactobacilos
T2 1.06 4.6x10° Incontables 57 SC SC Lactobacilos Flora Normal y Lactobacilos
T2 1.01 6.5x 10’ Incontables 194 sc sc Flora Normaly Lactobacilos
Lactobacilos
B. ilis Y B. E i
T3 11 2.6x10° Incontables Incontables . SUbt.l N . E. coli nterobactt'erlas y Enterobacterias y lactobacilos
licheniformis lactobacilos
FloraN |
T3 1.06 6.5x 10 Incontables 64 B. licheniformis SC ora orn.'na 4 Lactobacilos
Lactobacilos
T3 1.06 2.6 x 10° Incontables 172 Ne SC Flora Norn.qal ¥ Lactobacilos
Lactobacilos
T3 1.07 4.6x10° Incontables 47 B. subtilis y B. sc Flora Normaly Lactobacilos
licheniformis Lactobacilos
T3 1.05 4.6x10 Incontables Incontables B.' SUbt.Ihs y B SC Flora Normal ¥ Lactobacilos
licheniformis Lactobacilos
T4 1.12 1.6 x 10° Incontables 140 B. subtilis y B. sc Flora Normaly Lactobacilos
licheniformis Lactobacilos
T4 1.03 4.6x10 Incontables Incontables B. licheniformis N e Lactobacilos
T4 1.01 4.6x10 Incontables Incontables B.' subt./l/s y B N Ne Lactobacilos
licheniformis
T4 1.06 3.4x10 Incontables 86 B. subtilis y B. sc Flora Normaly Lactobacilos
licheniformis Lactobacilos
T4 1.11 2.8x10° Incontables 179 B.' subt./l/s y B E. coli Enterobact(.arlas ¥ Lactobacilos
licheniformis lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S.
cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.

72




Tabla 26. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones destetados de la 3° fase del primer bloque

(Fecha: 11/03/08)

Identificacion de

NMP Mesofilos Aerobios . . Identificaciéon de Microorganismos en Anaerobiosis
Tratamiento Peso mtra microorganismos
Identificacid
(&) UFC/g de mtra. 352C UFC 252C UFC dentificacién de MC AST AS
mesofilos
T1 1.05 1.6 x10° Incontables 145 B. licheniformis Ne Flora Normal y Lactobacilos
Lactobacilos
T1 0.98 4.6x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli Flora Normal v Flora Normal y Lactobacilos
Lactobacilos
FloraN |
T1 0.96 4.5x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli ora °”T‘a Y Flora Normal y Lactobacilos
Lactobacilos
FI N | E i
T1 1 2.1x10° Incontables Incontables B. licheniformis E. coli ora orma‘ v ntf—:‘robacterlas,
Enterobacterias Lactobacilos y Flora Normal
T2 1.03 9.8 x 10° Incontables 35 B. licheniformis SC Lactobacilos Lactobacilos
T2 1.02 4.6 x10° Incontables SC SC Ne SC Lactobacilos
T2 1.01 4.6 x10° Incontables SC SC Ne Flora Normal Lactobacilos
T3 0.95 1.3x10° Incontables 87 B. licheniformis SC Flora Normal Lactobacilos
T3 0.9 2.6x10° Incontables Incontables Sc E. coli Flora Normal Flora Normal
T3 1.06 4.6x10° Incontables Incontables Sc E. coli Flora Normal Entferobacterlas,
Lactobacilos y Flora Normal
T3 1.04 5.0x 10’ Incontables Incontables SC E. coli Flora Normal Flora Normal y Lactobacilos
T3 1.12 1.6x10° Incontables Incontables SC E. coli Lactobacilos Lactobacilos
T4 1.06 6.2x 10 Incontables 41 B. subtilis y B. sc sc Lactobacilos
licheniformis
T4 1.08 6.2x10° Incontables Incontables B.' SUbt.ms v B E. coli Flora Normal Flora Normal y Lactobacilos
licheniformis
T4 1.03 1.5x10° Incontables Incontables Ne E. coli Flora Normal Flora Normal y Lactobacilos
T4 0.9 1.6 x 10° Incontables 182 B. licheniformis E. coli Flora Norrpal ¥ Flora Normal y Lactobacilos
Lactobacilos
T4 1 49x10 Incontables Incontables SC SC Flora Normal y Flora Normal y Lactobacilos

Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S.

cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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Tabla 27. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones destetados de la 1° fase del segundo

bloque (Fecha: 17/01/08).

Identificacion de

Identificacion de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios . . Lo
Tratamient Peso mtra microorganismos Anaerobiosis
ratamiento
UFC/g de mtra. 352C UFC 25°C UFC |dentificacion de MC AST AS
mesofilos
T1 1.03 4.6x10° 188 79 SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T1 1.06 26 x 10 Incontables Incontables Sc E. coli Enterobacterias Flora Norma! v
Enterobacterias
T1 1.06 2.5x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobactgrlas ¥ Enterobactgrlas v
lactobacilos lactobacilos
T1 1.01 6.5 x 10° Incontables Incontables Sc E. coli Enterobacterias Flora Normal
T1 1.01 2.7x10° Incontables Incontables Sc E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T1 1.09 5.4x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T1 1.08 1.5x 10’ Incontables Incontables Sc E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T2 1.04 3.3x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T2 1.06 5.4x10° Incontables Incontables SC E. coli Flora Norma! Y Enterobactc'erlas y
Enterobacterias lactobacilos
T2 1.03 2.5x10° Incontables Incontables Sc E. coli Enterobactt'erlas 4 Flora Norma! v
lactobacilos Enterobacterias
T2 1.01 2.6x 10 248 0 sc sC sC sC
T3 1.03 3.3x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T3 1.05 4.6x10° Incontables Incontables Sc E. coli Enterobacterias Flora Normal
T3 1.01 4.6x10 Incontables Incontables Ne E. coli Flora Norma! 4 Flora Norma! 4
Enterobacterias Enterobacterias
T3 1.09 6.5 x 10° Incontables Incontables Ne E. coli Enterobacterias Flora Normal
T3 1.03 4.6x10° Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Enterobacterias
T4 1.12 1.5x 10° Incontables Incontables Ne E. coli Enterobacterias Flora Norma! 4
Enterobacterias
T4 1.03 9.0x 10 Incontables Incontables SC E. coli Enterobacterias Flora Normal
T4 1.06 6.5 x 10° Incontables Incontables Ne SC SC SC
T4 1.01 2.5x10° Incontables Incontables Ne E. coli Enterobacterias Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey, AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1=
Grupo Control; T2=S. cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformi
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Tabla 28. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en heces de lechones destetados de la 2° fase del bloque 2 (Fecha:

11/02/08).
NM P Mesofilos Aerobios Idfzntlflcacn?n de Identificacién de Mlc‘roqrganlsmos en
Tratamiento | Peso mtra (g) microorganismos Anaerobiosis
UFC/g de 352C UFC 25°C UFC |dentificacién de MC AST AS
mtra. mesofilos
T1 1.01 5.4x10 Incontables 59 SC SC Lactobacilos Lactobacilos
T1 1.07 1.5x10° Incontables Incontables Ne E. coli Flora Norma.l, Flora Norrpal ¥
Enterobacterias Lactobacilos
T1 1.09 2.6x10° Incontables Incontables Sc Enterobacterias Enterobacterias
T1 1.03 2.1x10 Incontables 121 B. licheniformis SC Lactobacilos Flora Normal v
Lactobacilos
E i E i
T1 1.04 9.0x 10° Incontables 90 B. licheniformis E. coli nterobact?rlas y nterobactgrlas v
lactobacilos lactobacilos
T1 1.02 4.6 x 10 Incontables 50 SC SC Lactobacilos Flora Normal
T1 1.01 6.6 x 10° Incontables 249 SC SC Lactobacilos Flora Normal
T2 1.01 2.7x10 Incontables 35 SC Lactobacilos Lactobacilos
T2 1.02 1.3x10’ Incontables Incontables Sc E. coli Enterobact?rlas 4 Enterobactc'-:‘rlas y
lactobacilos lactobacilos
T2 1.06 4.6 x10 Incontables 19 SC SC Lactobacilos Flora Norrpal ¥
Lactobacilos
T2 1.05 1.3x10’ Incontables 107 e SC Lactobacilos Flora Norn.'nal 4
B. subtilis Lactobacilos
T3 1.01 4.6 x10 Incontables Incontables SC E. coli Enterobactgrlas y Flora Norrpal y
lactobacilos Lactobacilos
T3 1 9.8 x 10° Incontables 127 Bacillus SC Flora Normal ¥ Lactobacilos
Lactobacilos
T3 1.03 1.5x10° 120 98 SC SC Lactobacilos Lactobacilos
T3 1.09 5.0x 10 Incontables Incontables Bacillus E. coli Enterobactt.erlas 4 Flora NorrT1aI y
lactobacilos Lactobacilos
3 i Enterobacterias y Flora Normaly
T3 1.11 2.1x10 Incontables Incontables Ne E. coli . .
lactobacilos Lactobacilos
. Flora Normal y
T4 1.02 6.5x 10 Incontabl Incontabl E. col
X neontables neontables B. subtilis col B. subtilis Lactobacilos
T4 1.02 9.8x10° Incontables 68 Bacillus SC Lactobacilos Lactobacilos
FloraN |
T4 1.01 6.5x107 Incontables 29 sc sC Lactobacilos ora ormaly
Lactobacilos
T4 1 9.8x10° Incontables Incontables B. subtilis E. coli Enterobacterias Lactobacilos

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S.
cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis
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Tabla 29. Cuantificacion e Identificacion de bacterias totales aerobias y anaerobias en lechones destetados de la 3° fase del segundo bloque
(Fecha: 11/02/08).

Identificacion de

Identificacién de Microorganismos en

NMP Mesofilos Aerobios . . L
Tratamiento | Peso mtra (g) microorganismos Anaerobiosis
UFC/gdemtra. |  35°CUFC 25°C UFC |dentificacién de MC AST AS
mesofilos
T1 1.08 2.6x10 20 7 SC SC Lactobacilos Flora Normal
T1 1.06 2.5x10 28 14 SC SC Lactobacilos Lactobacilos
T1 1.11 5.0x10° Incontables 37 Sc SC Lactobacilos Flora Normal
T1 1.05 9.7 x 10’ Incontables 41 SC Ne Lactobacilos Flora Nor.mal
Lactobacilos
T1 1.05 9.7x 10’ Incontables 99 sc Lactobacilos Flora Normal
SC Lactobacilos
T1 1.03 3.8x10° 1 0 SC SC SC SC
T1 1.03 2.1x10’ Incontables 5 SC Ne lactobacilos Flora Normal
T2 1.06 3.3x10’ Incontables 75 SC Ne lactobacilos SC
T2 1.09 3.3x10 Incontables Incontables Sc SC Lactobacilos Flora Nor.mal
Lactobacilos
T2 1.16 4.3x10’ Incontables 17 SC Ne Lactobacilos Flora Normal
T2 1.01 9.8 x 10° Incontables 15 SC Ne lactobacilos Flora Normal
T3 1.23 1.5 x 10° Incontables 8 B.' SUbt.lhs y B SC Lactobacilos Flora Normal
licheniformis
3 101 9.8 x 10° 1 1 sc sc Enterobactferlas y Flora Normal y
lactobacilos Lactobacilos
T3 1.09 9.844 x 10° Incontables 37 B. subtilis Y B. sc Lactobacilos Flora Normaly
licheniformis Lactobacilos
T3 1.04 1.384x 10° 62 14 B. licheniformis Ne Lactobacilos Flora Normal
T3 1.06 2.140 x 10° Incontables Incontables SC SC Flora Normal Lactobacilos
T4 1.04 2.658 x 10° Incontables 59 Ne E. coli Lactobacilos Flora Norrpal ¥
Lactobacilos
T4 1.03 5.00 x 10’ Incontables 155 B licheniformis N Lactobacilos Lactobacilos
T4 1.01 0 135 85 sC Ne Lactobacilos sC
T4 1.04 4.32x10 Incontables Incontables sC SC Lactobacilos Flora Normal

NMP = Numero mds probable; UFC= Unidades formadoras de colonia; SC= Sin crecimiento; AMC= Mac Conkey; AST=Agar Soya Tripticaseina; AS= Agar Sangre; T1= Grupo Control; T2=S.
cerevisiae; T3= B.subtilis-B. licheniformis; T4= S.cerevisiae y B. subtilis-B. licheniformis.
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